
INTRODUCCIÓN

Theileria annulata es un protozoo parási-
to del ganado bovino que es transmitido
por garrapatas del género Hyalomma (17,
8, 26) causando una enfermedad conocida
como theileriosis mediterránea o tropical,
que afecta al ganado vacuno de una buena
parte de España, llegando a alcanzar pre-
valencias de más del 90% en algunas pro-
vincias para razas tan importantes como el
toro de lidia (5, 22). Se pueden alcanzar
mortalidades superiores al 70% cuando se
trata de razas selectas importadas desde
zonas no endémicas que son introducidas
en zonas endémicas para esta enfermedad
(1). 

Desde el primer tercio de siglo XX se vie-
nen registrando casos de theileriosis medi-
terránea en nuestro país (18, 6) y esto ha
seguido ocurriendo hasta nuestros días (4,
5). El tratamiento quimioterápico de la
e n f e rmedad es caro y sólo efectivo en
aquellos casos en que se detecta la enfer-
medad a tiempo, ocurriendo en muchas
ocasiones bien la muerte del animal trata-
do, bien el que éste sobreviva sin recuperar
su anterior peso y/o su capacidad de produ-
cir leche. Sin embargo, existe la posibilidad
de desarrollar vacunas vivas frente a este
parásito que afecta a una buena parte del
ganado de todos los países del litoral medi-
terráneo (16). El paso previo que se requie-
re es la atenuación de dicho parásito por

Pruebas de viabilidad in vitro de una vacuna
viva desarrollada en España frente 
a la theileriosis mediterránea.

RESUMEN

Se han realizado pruebas de viabilidad in vitro de una vacuna viva, desar rollada en España, efectiva
frente a la theileriosis mediterránea, enfermedad del ganado bovino producida por el protozoo
parásito Theileria annulata. Los resultados obtenidos con la vacuna refrigerada muestran que ésta es
perfectamente viable hasta, al menos, el 4º día post-preparación, formando una monocapa
semiconfluente en 2 semanas o menos. A partir del 6º día post-preparación, hay una reducción
progresiva y notable del porcentaje de células vivas que impide la formación de una monocapa celular
en dos semanas. Sin embargo, la vacuna congelada mostró siempre (al menos hasta un año post-
preparación) un porcentaje de células vivas superior al 80% dando lugar a una monocapa
semiconfluente en menos de 8 días. Estas pruebas in vitro fueron completadas posteriormente con la
aplicación in vivo de la vacuna desarrollada obteniéndose resultados satisfactorios en el proceso de
inmunización.
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mantenimiento en cultivo in vitro durante
diferentes períodos de tiempo, dependien-
do de la cepa. Esto ha permitido el desarro-
llo de vacunas efectivas en diversos países
desde hace años (12, 11, 7, 13). Pero, en
España, no ha sido hasta muy recientemen-
te cuando se ha conseguido aislar y esta-
blecer en cultivo in vitro el agente etiológi-
co a partir de un caso clínico de theileriosis
aguda (23). Ello nos ha permitido desarro-
llar una vacuna experimental frente a la
theileriosis mediterránea que ha sido pro-
bada con excelentes resultados (24, 25).

Para que la vacuna sea efectiva, las células
inoculadas tienen que estar vivas, mante-
ner su capacidad de establecerse en el ani-
mal receptor y ser capaces de transferir los
esquizontes que las parasitan a nuevas
células del hospedador (20).

En el presente trabajo se lleva a cabo un
ensayo in vitro para determinar el tiempo
que las células, con las que se produce la
vacuna viva frente a esta enfermedad, se
mantienen viables durante su conservación,
bien en condiciones de refrigeración (4 ºC),
bien congeladas con criopro t e c t o res en
nitrógeno líquido (-196 ºC). 

Posteriormente, tras preparar la vacuna
en sus dos modos de conservación, se reali-
za una aplicación de la misma sobre dos
grupos de reses y se observa su respuesta a
la inmunización.

MATERIAL Y MÉTODOS

1. Cultivo

Se emplea una línea celular de linfoblas-
tos bovinos infectados con esquizontes de
T. annulata, denominada 28E, aislada en
Algar, provincia de Cádiz (23), atenuada
por pases sucesivos en cultivo in vitro. Las
células se mantienen en un cultivo en
medio RPMI-1640 complementado con un
20% (v/v) de suero bovino fetal inactivado
(SBFI) por calor (56 ºC durante 30 minutos)
creciendo en una monocapa en un frasco
de plástico tipo Roux® para cultivo celular y
mantenidos en un incubador de CO2 a 37 ºC
en una atmósfera húmeda de aire con un
5% de CO2.

2. Preparación de la vacuna

La vacuna consiste en una suspensión
celular de linfoblastos bovinos infectados
con esquizontes de T. annulata atenuados,

procedentes de un cultivo celular con 70-80
pases. Las células son despegadas de la
superficie del frasco de cultivo tratándolas
con una solución de EDTA-Na2 al 0,025% en
PBS pH 7,2. La suspensión celular es centri-
fugada a 400 g durante 10 minutos y el
botón celular es resuspendido en medio de
cultivo RPMI-1640. Se hace un recuento
celular y se ajusta a la concentración nece-
saria en función de la forma de conserva-
ción de la vacuna, refrigerada o congelada
(3).

2.1. Vacuna refrigerada

Se prepararon viales de fondo plano de
20 ml de capacidad, conteniendo 10 ml de
la suspensión celular en medio RPMI-1640 a
una concentración de 106 células/ml. Adi-
cionalmente, se dispensaron cantidades de
10 ml de la suspensión en tubos universales
de fondo cónico de 30 ml de capacidad.
Todos los viales y tubos fueron conservados
a 4 ºC.

2.2. Vacuna congelada

La concentración de la suspensión fue
ajustada a 107 células/ml en medio RPMI-
1640 con 8% (v/v) de dimetil sulfóxido utili-
zado como criopro t e c t o r, distribuyendo 
1 ml de la suspensión en cada criotubo.
Estos criotubos fueron mantenidos a 4 ºC
durante 15 minutos, seguidamente a -70 ºC
durante 24 horas y, finalmente, transferi-
dos y conservados en nitrógeno líquido
hasta su uso.

3. Pruebas de viabilidad

Para comprobar la viabilidad celular, se
tomó 1 ml de cada uno de los 4 viales de la
vacuna refrigerada recién preparada, así
como para hacer el seguimiento en el tiem-
po, se tomó otro ml de cada vial cada día
durante los 7 días posteriores a su prepara-
ción. Asimismo, se tomaron 0,1 ml de cada
uno de 4 criotubos de la vacuna congelada,
2 tras 2 semanas en nitrógeno líquido y
otros 2 tras 1 año.

3.1. Tinción vital con azul tripán

Para calcular del porcentaje de células
vivas de cada muestra se utilizó la tinción
vital de azul tripán (colorante de exclusión)
en una cámara hemocitométrica de Neu-
bauer.
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3.2. Reestablecimiento celular en cultivo 
in vitro

De cada tubo o vial de vacuna refrigera-
da, se toma 1 ml de la suspensión celular y
se transfiere a un frasco de cultivo celular
de 25 cm2 de superficie, con 4 ml de medio
RPMI-1640 suplementado con 20% de SBFI
y mantenido a 37 ºC en una atmósfera
húmeda de aire con un 5% de CO2. El vial o
tubo conteniendo la vacuna refrigerada se
lleva de nuevo a 4 ºC, repitiéndose todas
estas operaciones cada 24 horas, durante
los 7 días posteriores a la preparación de la
vacuna.

En el caso de vacuna congelada, se extrae
un vial del contenedor de nitrógeno líqui-
do y se descongela en las condiciones ade-
cuadas desde –196 ºC hasta 37 ºC. Una vez
descongelado, 0,1 ml de su contenido es
rápidamente transferido a un tubo univer-
sal de fondo cónico con 5 ml de medio de
cultivo RPMI-1640 para diluir la concentra-
ción del crioprotector, ya que es tóxico para
las células en cultivo. Se centrifuga a 400 g
durante 10 minutos y se desecha el sobre-
nadante. Se añaden nuevamente 5 ml de
medio de cultivo completo en los que se
resuspende el botón celular y la suspensión
es transferida a un frasco de cultivo e incu-
bada en las mismas condiciones que en el
caso anterior.

Los frascos de cultivo inoculados con célu-
las procedentes tanto de la vacuna refrige-
rada como de la vacuna congelada, se
observan al microscopio invertido diaria-
mente durante, al menos, dos semanas
desde su preparación, al objeto de determi-
nar si hay división celular y crecimiento en
monocapa. Para valorar esta capacidad, al
tratarse de un parámetro subjetivo, consi-
deramos las siguientes categorías:

– Buena capacidad de crecimiento para el
establecimiento del cultivo, con semicon-
fluencia en menos de 8 días = + + + 

– Aceptable capacidad de crecimiento,
con semiconfluencia en menos de 10 días =
+ + –

– Insuficiente capacidad de crecimiento
para el establecimiento del cultivo, sin
semiconfluencia en dos semanas = + – –.

4. Aplicación de la vacuna

Con posterioridad a estas pruebas in vitro,
se procedió a la aplicación de las vacunas
en sus dos formas de conservación sobre
reses de experimentación, para comprobar

si, efectivamente, conservaban su capaci-
dad inmunógena.

4.1. Vacuna refrigerada

Una vez preparados los viales y cerrados
h e rméticamente, fueron transport a d o s ,
aproximadamente a 4 ºC, en una nevera
portátil con acumuladores de frío.

Para la administración, se agitaron los via-
les suavemente para resuspender las células
y se tomaron seis dosis de 5 ml con aguja y
jeringa estéril que fueron inoculados por
vía parenteral subcutánea a sendos anima-
les seleccionados entre los que habían mos-
trado ser negativos a los análisis previos
frente a T. annulata.

4.2. Vacuna congelada

Los viales que contienen las dosis ultra-
congeladas fueron trasladados del conte-
nedor de nitrógeno líquido que se mantie-
ne en la cámara fría del laboratorio a un
contenedor de menores dimensiones con el
que se hizo el transporte al campo. Dicho
contenedor se llenó de nitrógeno líquido
hasta completar toda su capacidad después
de introducir las ocho dosis que serían ino-
culadas para el ensayo.

Además, se llevó al campo una bandeja
de acero inoxidable que permite ser calen-
tada con llama, una fuente de calor y un
termómetro.

Se calentó agua en la bandeja de acero a
37-40 ºC manteniendo la temperatura esta-
ble en este intervalo. Justo antes de inocu-
lar las dosis, se sacaron y se hizo una des-
congelación rápida al baño María. Segui-
damente, cada dosis con un volumen inicial
de 1 ml, fue diluida con 4 ml de PBS que en
este caso actúa como vehículo y diluyente.
Cada dosis preparada de esta manera se
administró subcutáneamente, a un grupo
de 8 reses de características similares al
anterior, en un tiempo que no excedió de
30 minutos desde la descongelación de
dichas dosis.

4.3. Seguimiento de la respuesta a la inmu-
nización

Para controlar cuál fue la reacción de las
reses a la inmunización con los dos tipos de
vacuna utilizada, se realizó un seguimiento
que consistió en la observación de la evolu-
ción del título de anticuerpos frente a 
T. annulata de todas las reses de ambos gru-
pos, mediante la técnica de inmunofluores-
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cencia indirecta (IFI), así como otros pará-
metros hematológicos y clínicos (11).

Previo a la vacunación se extrajo sangre a
cada res con y sin anticoagulante, para la
confección de extensiones y obtención de
suero con objeto de conocer el estado del
animal en el momento de la vacunación,
que denominaríamos día 0 y, así mismo, en
los días 30, 60, 90 y 120 días postinocula-
ción.

RESULTADOS

La observación del medio de cultivo en los
viales que contenían durante el ensayo la
vacuna refrigerada, demostró la ausencia
de contaminación bacteriana y/o fúngica
en el proceso de preparación y conserva-
ción de la misma.

Cuando la suspensión celular se conservó
refrigerada en tubos de fondo cónico, la
tinción con azul tripán y posterior observa-
ción al microscopio reveló una mortalidad
celular muy alta (> 50%) una vez transcu-
rridas las primeras 24 horas, con una insufi-
ciente capacidad para restablecerse en cul-
tivo (+ – –).

Cuando la vacuna refrigerada fue conser-
vada en viales de fondo plano, el porcenta-
je de células vivas desde el momento de
preparación de la vacuna hasta una semana
después, queda reflejado en la Fig. 1 y su
capacidad para establecerse en cultivo y
dividirse dando lugar a una monocapa
celular viene expresada en la Tabla I. En
cualquier caso, los resultados fueron ópti-

mos, al menos, hasta el 4º día posterior a la
preparación de esta vacuna.

En las pruebas realizadas sobre la bondad
del proceso de congelación y recuperación
después de dos semanas y de un año, se
determinó un valor medio de células vivas
del 88% y 84%, respectivamente, mientras
que la capacidad de las mismas para esta-
blecerse en cultivo, en todos los casos, se
clasificó como buena (+ + +).

La observación de los animales inoculados
condujo a los siguientes resultados:

No se detectaron parásitos en sangre ni
en biopsia de ganglios (cuando se practicó).
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Fig. 1. P o rcentaje de células vivas (determinado con azul tripán) en la vacuna refrigerada conservada a
4 ºC en viales de fondo plano, en función del tiempo transcurrido desde su pre p a r a c i ó n .

Tiempo de Capacidad 
conservación de crecimientoa

(horas)

0 + + + 
24 + + + 
48 + + +
72 + + +
96 + + + 
120 + + –
144 + – –
168 + – –

TABLA I. Capacidad de división de las células
que constituyen la vacuna refrigerada, con-
servada a 4 ºC en viales de fondo plano.

a (+++) Buena capacidad de crecimiento para lograr el
establecimiento del cultivo con semiconfluencia en
menos de 8 días. (+ + –) Aceptable capacidad de cre-
cimiento con semiconfluencia en menos de 10 días. 
(+ – –) Insuficiente capacidad de crecimiento para
lograr el establecimiento del cultivo, sin semicon-
fluencia en dos semanas.



No se produjo ningún incremento desta-
cable de la temperatura.

El hematocrito se mantuvo en valores
normales.

No hubo inflamación de ganglios linfáti-
cos ni ningún otro síntoma clínico específi-
co de los descritos en la literatura (11) que
hiciera sospechar alguna reacción adversa
postvacunación.

Paralelamente, los animales desarrollaron
anticuerpos específicos, frente al antígeno
de esquizontes de T. annulata, que alcanza-
ron su concentración máxima, tanto en el
caso de vacuna refrigerada como congela-
da, a los 60 días postvacunación aproxima-
damente (Fig. 2).

En el grupo de animales inmunizados
con vacuna refrigerada, en el día 0 pre-
s e n t a ron unos valores medios de título de
anticuerpos por debajo de 80 (re s u l t a d o
considerado negativo en esta pru e b a ) .
Tr a n s c u rridos 30 días postvacunación, se
a l c a n z a ron valores próximos a 320 y a los
60 días, ya se alcanzaron los valores máxi-
mos (Fig. 2).

El grupo de reses inmunizadas paralela-
mente con vacuna congelada tuvo un com-
p o rtamiento muy similar, como puede
observarse en la figura citada.

DISCUSIÓN

Las pruebas de viabilidad in vitro se han
realizado en base a la demostración de que
las células están vivas sometiéndolas a la
tinción de exclusión con azul tripán y com-
p robando la capacidad que conserv a n
dichas células para establecerse de nuevo
en cultivo (13), recuperando su capacidad
de división y dando lugar a una monocapa,
todo ello después de haber sido preparadas
las vacunas y sometidas a un proceso de
conservación y almacenamiento. De esta
forma, se partió de un porcentaje medio de
células vivas en el momento de la prepara-
ción de la vacuna del 92% (Fig. 1). Pensa-
mos que este resultado es óptimo ya que en
los procesos de extracción y centrifugación
siempre se somete al cultivo a un sufri-

miento que conduce a la pérdida de algu-
nas células, aparte de las que puedan haber
muerto de forma natural. En la vacuna
refrigerada, este porcentaje de células vivas
se mantiene varios días hasta comenzar un
ligero descenso (89%) a los 4 días. A partir
de los 5 días de su preparación, el descenso
en el número de células vivas es progresivo
y notable, con lo que se reduce la cantidad
de células vivas en el caso de las dosis de
vacuna refrigerada. Por otro lado, se obser-
vó que la capacidad para establecerse nue-
vamente en cultivo que tienen estas células
es buena durante los 4 primeros días de
conservación, mermando progresivamente
a partir de este momento y considerándose
insuficiente a partir de 6 días post-prepara-
ción.

Por estos dos motivos, y teniendo ade-
más en cuenta el trabajo de Uilenberg y
Pipano (21) –donde se indica que los
esquizontes muertos fracasan en la induc-
ción de la inmunidad frente a la theilerio-
sis y que una inmunización efectiva
depende del establecimiento de los parási-
tos en el hospedador–, consideramos que
el empleo de la vacuna refrigerada es ade-
cuado desde el momento de la pre p a r a-
ción hasta, al menos, 96 horas después
(Fig. 1 y Tabla I), con total garantía de su
efectividad, no siendo aconsejable su
empleo pasados esos cuatro días dada la
p é rdida de viabilidad de las células que la
constituyen. Este resultado coincide con lo
publicado por Pipano (13) para vacunas
f rente a la theileriosis mediterránea en
Israel, que considera que la vida práctica
de uso de una vacuna recién preparada y
mantenida a 4 ºC es de 4-5 días, pues la
viabilidad de las células infectadas así con-
s e rvadas desciende drásticamente del 4º al
6º día (del 60% al 30%). Los resultados de
las pruebas de esta vacuna también mues-
tran similitud con los de vacunas semeja-
nates producidas frente a la theileriosis
ovina producida por T. hirc i, donde se con-
sidera que tienen un tiempo de conserv a-
ción de 5 días a 4 ºC (8).

El hecho de considerar el efecto de la
f o rma del vial en la conservación de la vacu-
na refrigerada utilizando viales de fondo
plano o cónico se ha revelado como crítico
en cuanto al mantenimiento de la viabili-
dad de la vacuna, mostrándose mucho más
adecuado el uso de recipientes de fondo
plano.

En el caso de la vacuna congelada, ésta
puede mantenerse viva en nitrógeno líqui-
do durante años y el que sea efectiva
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depende, en buena parte, de haber realiza-
do una criopreservación adecuada y una
manipulación correcta en el momento de
su descongelación y aplicación en el campo.
Los resultados obtenidos indican que, reali-
zando un adecuado proceso de congela-
ción y conservación, la vacuna puede ser
usada transcurrido, al menos, un año desde
su preparación sin que por ello se vea mer-
mada su viabilidad y, por tanto su eficacia
también (13).

En el presente trabajo se han realizado
pruebas de viabilidad in vitro de una vacu-
na viva que nos permiten inferir sobre el
comportamiento de esta vacuna cuando
sea aplicada; no obstante, estos estudios
han sido completados con pruebas in vivo
con reses de ganado vacuno. Estos trabajos
nos han proporcionado resultados del com-
portamiento real de la vacuna in vivo des-
pués de haber sido preparadas y conserva-
das en condiciones de congelación y de
refrigeración (Fig. 2).

Para valorar la respuesta de los animales
al proceso de vacunación, todos los autores
consultados coinciden en que un método
perfectamente adecuado es medir la evolu-
ción del título de anticuerpos de los anima-
les después de la inoculación (15, 2, 10, 19,
24). Además, se realizó el seguimiento de
las reses comprobando que no se producían
síntomas clínicos de theileriosis, algo fun-
damental teniendo en cuenta que estamos
inoculando una vacuna viva.

Hay que destacar que en ambos grupos
de reses vacunadas, la evolución de la res-
puesta ha sido la típica normal, tanto en el
caso en que se ha administrado vacuna

refrigerada como congelada, alcanzándose
el máximo título de anticuerpos en un
tiempo cercano al segundo mes postvacu-
nación. 

En cualquier caso, los resultados ponen de
manifiesto que la vacuna refrigerada es
perfectamente viable, al menos, hasta los 4
días post-preparación, mientras la vacuna
congelada se conserva, al menos, por un
año sin pérdida significativa de la viabili-
dad celular; y atendiendo a lo que aconseja
Pipano (13), las vacunas recién preparadas y
refrigeradas podrían emplearse en explota-
ciones ganaderas próximas al lugar de pro-
ducción de la vacuna, pues la aplicación de
campo de este tipo de vacuna requiere sólo
un equipo relativamente barato y de poco
peso. Las vacunas congeladas, por contra,
requieren un equipo más caro, pero permi-
ten un gran radio de acción.
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SUMMARY

In vitro tests about viability of a live vaccine, developed in Spain, against Mediterranean
theileriosis, a cattle disease caused by the protozoan parasite Theileria annulata, have been carried
out. The results show that chilled vaccine is perfectly viable, at least, until the 4th day post-
preparation, and producing a semi-confluent monolayer in less than 2 weeks. Since the 6th day, there
was a notable and progressive reduction in the percentage of living cells and, therefore, it did not
achieve its establishment in culture producing a cellular monolayer within two weeks. However,
frozen vaccine showed always (at least after one year post-preparation) a percentage of cells alive
higher than 80%, and producing a semi-confluent monolayer in less than 8 days. Subsequently, these
in vitro tests were completed by the in vivo aplication of the developed vaccine geting satisfactory
results in the immunization process.

Key words: Theileria annulata • Cattle • Live vaccine • Viability • In vitro tests • Immunization.
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