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Resumen:

Los protozoarios intraeritrocitarios Babesia bovis y B. bigemina son los agentes causales de la babesiosis bovina, una enfermedad
transmitida por la garrapata Rhipicephalus microplus que provoca importantes pérdidas econdmicas en la ganaderia de nuestro
pais. Los métodos actuales de control de la enfermedad involucran el tratamiento farmacoldgico de los animales afectados, el control
de la garrapata por medio de acaricidas y la vacunacion con cepas de Babesia spp. atenuadas en su patogenicidad, que garantizan
un estado de fuerte proteccion inmunolégica.

Existen en el mercado dos presentaciones de la vacuna para la profilaxis de esta enfermedad, fresca y ultracongelada, estas
presentan ciertos inconvenientes en lo que respecta a la aplicacion a campo, por lo que resultaria de gran relevancia la obtencion de
una tercera presentacion en forma liofilizada. De este modo se propone en el presente trabajo ensayos para la liofilizacion de uno de
los componentes de la vacuna antes mencionada.

Para lo cual se obtuvieron eritrocitos parasitados con Babesia bovis a a partir de cultivo in vitro, se centrifugd a 2500 rpm, el paquete
globular fue mezclado en partes iguales con una solucion criopreservadora y se dispuso en viales conteniendo alicuotas de 5 ml. A
fin de lograr la deshidratacion y posterior reactivacion de los eritrocitos parasitados y el sobrenadante de los cultivos, el material fue
sometido a una curva de congelamiento previamente estandarizada. Cuando la temperatura alcanzé los -80°C los viales fueron
trasladados, rdpidamente, a termos de nitrégeno liquido hasta el proceso de liofilizacion.

Las muestras congeladas se transfirieron a un liofilizador de banco superior. Se dejaron que las muestras se deshidraten a fondo (6
a 24 horas) hasta que sean de aspecto cristalino y quebradizo al tacto y que el tubo vuelva a temperatura ambiente.

Los eritrocitos fueron reconstituidos con agua destilada, solucion fisiologica, buffer fosfato y VyM, para la observacion y
determinacion del porcentaje de recuperacion de células, en fresco y en extendidos tefiidos con Giemsa.

La reactivacion de los eritrocitos parasitados liofilizados se realizé en una camara de mezclas de gases.

Posteriormente se tomaron 100 ug de eritrocitos y SN y se disolviéron separadamente en 500 ul de solucién VYM, y 10 ul de Tween
40 (1%). Luego, se cargaron con jeringa de tuberculina, 500 ul;l de adyuvante completo de Freund (Sigma) y se les agregé a la
mezcla anterior de a gotas y agitando con vortex para que se formara una emulsion homogénea. Se realizaron tres lotes( n=4) de
ratones machos de 4 meses de edad de la cepa BALB/c, Cada ratén fue inoculado por via intraperitoneal con 200 ul de emulsién
que contenia 20 ug de liofilizado total a de eritrocitos liofilizados, el segundo lote fue inoculado con SN liofilizados y al tercer se les
administro solucion fisioldgica, y los diluyentes utilizados en la reconstitucion de los liofilizados. A los 30 dias de la primera
inoculacion se realizé6 una segunda, con 500 ul de adyuvante incompleto de Freund, siguiendo la misma preparacion antes
mencionada.

Luego de 60 dias se obtuvieron muestras de sangre de todos los grupos de ratones y fueron enviadas al laboratorio de Biotecnologia
de INTA- Castelar para la titulacion de anticuerpos por técnicas de enzimoinmunoenzayos (ELISA).

Luego de la estandarizaciéon de los parametros y tiempos del liofilizador se obtuvo un polvo adecuadamente deshidratado de los
eritrocitos y el sobrenadante.

La reconstitucion del paquete globular con los diferentes disolventes evidencié que solucion fisiolégica y agua destilada, presentaron
un alto porcentaje de recuperacion de células. En las condiciones de trabajo no se pudieron reactivar las cepas en la camara de
incubacién con la mezcla de gases, se deberian ajustar las condiciones para lograr este proposito. En los ensayos de titulacion de
anticuerpos por técnicas de enzimoinmunoenzayos se evidencié que los ratones inoculados con SN y eritrocitos liofilizados
reconocen al multiantigeno de Babesia bovis. Estos resultados son promisorios para el desarrollo de una nueva alternativa de
inmunoprofilaxis para la Babesiosis.
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