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RESUMEN

Con el objeto de determinar la dosle 6ptima de un inmunégeno congelado mixto de cepas
de Babesia bovis (BOR) y Babesla bigemina (BIS) derivadas de cultivo in vitro, la cual
confiera una edlida proteccién contra la babeelosie bovina, se inocularon 24 novillos
procedentes de una zona libre de garrapata comin en el ganado. Se utilizaron cuatro
animales por grupo los cualee recibieron él inoculo mixto de origen congelado en dosis
de 1X10” (Grupo 1), 5x107 (Grupo 2), 1XI0° (Grupo 3) y 6x10° (Grupo 4) eritrocitos
infectados (Ei) de cada uno de los pardsitoe antes mencionados. Un quinto grupo de
animales (Grupo 5) recibié 1X10” El con B, bovisy B. bigemina como inoculo mixto de origen
fresco. Ademée un grupo testigo (Grupo 6) se inoculd con glébulos rojos no Infectadoe.
Cuatro meses después de la inmunizacién los animales fueron trasladados a una zona
" endémica de babesiolsie, para eer confrontados naturalmente mediante la exposicién a
la garrapata vector Boophilus microplus. La confrontaclén se realizd mediante |la
introduccién del ganado a potreros infestados con garrapatas durante 39 dias ein
tratamiento garrapaticida alguno. A partir del dfa 6 pos Introduccién al potrero se llevd
acabo un monttoreo de los animales el cual incluyd: observacién de mantfestaciones
ciinicas de la enfermedad, medicién de la temperatura rectal, determinacién del valor del
hematocrito y obeervacién de la parasitemia. Se observd que todoe los animales se
infectaron con las especies de Babesia y que ninguno de los animales pertenecientes al
Grupo1,2,3,5y2 animales del grupo 4, enfermaron de babesiosie clinica aguda de tal
forma que fuera necesario el tratamiento especifico. De los seis animales que enfermaron
de babeelosle aguda (4 teetigosy 2 del grupo 4) murieron. Se comprobd que la mayoria
de las dosis de inmundgeno mixto congelado y fresco confieren una eblida proteccién
(100%). Sin embargo evaluando loe pardmetroe tales como promedio del méximo
decremento en hematocrito (29.5%), promedio de los dias con parasitemia (3 B. bovig
8.5 B, bigemina ) y promedio de dias con temperatura mayor a 39.5°C (2), la dosis
con X108 Ei de inmunégeno congelado mixto proporciond, al grupo inoculado una
proteccién mée efectiva contra Babesia epp.
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L. INTRODUCCION

Una de las enfermedades que limita en mayor grado a la produccién animal es la
babesiosls bovina (Kuttler, 1986), enfermedad  hemoparasitaria causada por
protozoarios intraeritrociticos  del género Babesia y transmitidos por Acaroe
hematéfagos de un eolo hoepedador. La dietribucidn de esta enfermedad es muy
extensa y corresponde a la de su vector, garrapatae del género Boophilus (Rietic, 1981).
Loe pafees més afectados se encuentran localizados entre las latitudes 35° Sur y 40°
Norte del Ecuador, que incluye a la mayoria de loe pafees de la franja tropical y
subtropical del mundo (McCosker, 1981; Avarez y Canté, 1985).

Desde las primeras descripciones de la enfermedad caueada por D. bovie
(Babes; 1888)y B. bigemina (Smith y Kilbourne, 1893), se reconocié el impacto econdmico
de esta enfermedad debido a que puede tener una morblilidad euperior al 80% y una
mortalidad hasta el 50%, ol no ee aplican las medidas terapéuticas oportunamente;
provocando bajae de produccién y pérdidas ocasionadas por mortalidad. Se ha descrito
que la babesiosis junto con la anaplasmosis llegan a inducir pérdidas estimadae en 7 mil
millones de dblares anualmente en todo el mundo (Uilenberg, 1994). En América Latina
estas dos especies causan pérdidas por 875 millones de ddlares anuales (Smith, 1984).

La creciente necesidad de mejorar ¢ incrementar la produccién de proteina de
origen animal en palees tropicales ha estimulado la Introduccién de ganado de razas

europeas para reemplazar el ganado criollo. En México, ee ha estimado que en el trépico



ee produce el BO% del total de la leche del pafe, no obstante que predominan las cruzas

indefinidas de ganado cebd con criollo, suizo pardo y en menor cantidad holandés. De la
misma forma, miles de cabezae de ganado han sido transportadas a estae areas y la
muerte por ba;ycaloeig ha eido causa comin de pérdidas vdc animales recientemente
introducidos. Algunos palees incluyendo México, han impuesto medidas de control
basadae en la erradicacién y estricto control del vector a un costo muy elevado (Barett,
1974). En nuestro pafe, las pérdidéa estimadas en 1975 debido a garrapatas y las
enfermedades transmitidas por ellas fueron de 3587 millones de pesos, de loe cuales
solo el 6.3% se debid a la muerte mientras que el £3.6% y el 1.6% se atribuyeron a la
Férdida en produccién de came, leche y pielee respectivamente (Beltran, 1975; citado por
McCogker, 1981). En 1980 las pérdidas ocasionadae eolamente por babesiocsls, se
estimaron en 2,715 millones de pesos (Delegacidn mexicana, FAO, 1981).

La existencia de poblaciones residuales y las variaciones estacionales en las
poblaciones de ganapéta también ponen en peligro a los hatos de ganado adulto libre
de la enfermedad y por lo tanto eusceptible. Ademée, Iaa. pérdidae incurridae en los
brotes debido al incremento de la poblacién de garrapatae eon generalmente en excego
de las observadas en zonas donde no se ejerce un control, ya que las garrapatas
inmunizan en forma natural al ganado desde una temprana edad (Bamett, 1974). Se ha
informado también que en México las tasas de infeccidn por babesiosie varian desde un
4% en zonas consideradas libres hasta un 96% en zonas donde no existe control alguno

(Alvarez y Canté, 1985).



Por otra parte, hasta ahora no ge ha podido controlar y menos aln erradicar la
garrapata vector de la babeslosis. La ausencla de informacién sobre la distribucién de la
enfermedad en general y por especie, el desconocimiento de los factores epidemiolbgicos
asociados a la ocurrencia de brotes, el escaso conocimiento en detalle de loe
mecaniemos de accibn del sistema inmune de los bovinos en presencia de babesiosle y
las Interacciones que permiten a los animales obtener un grado de resistencia dlida y
duradera contra la misma, hacen necesaria la planeacién, produccién y distribucién de
una vacuna para ayudar a controlar esta enfermedad en México.

Este trabajo propone estudiar la utilizacién de organiemoe modificados como

agentes premunizantes.




II. REVISION DE LITERATURA

A. DEFINICION.

La babesiosis es una enfermedad parasitaria ocasionada por protozoarios
intraeritrociticoe del género Babesia, transmitidos por garrapatase.del género Boophilus
spp. que oe caracteriza por flebre, anemia hemolitica, hemoglobinuria y muerte (McCosker,

1981).

B. TAXONOMIA.,
De acuerdo a la sociedad de protozoologistas y el cémitc sobre sistemas y evaluacién
(Levine et &/, 1980; Levine, 1962) Babesia ee clasifica de la sigulente forma:
Reino: Animalia
Subreino: Protozoa
Phylum li: Apicomplexa
Clase 2: Sporozoa
Subclase 3: Piroplasmia
Orden: Piroplasmida
Familia: Babeslidae
Género: Babesia
Se han descrito més de 70 especies de Babesia, de las cuales ee considera que solo

18 causan la enfermedad en diferentes mamiferos domésticos y eolo se conocen los
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vectores de 15 de ellos (Levine, 1982). En las regiones tropicales y subtropicales se

reconocen cuatro eepecice B. bovie, B. bigemina, B, majory B. divergens (FAO, 1978), de
las cuales las dos primeras ee destacan por eu gran distribucin geogréfica, por
compartir los mismos vectores biolbgicos: garrapatas de la familia Xodidae y por su

marcada patogenicidad (Rietic, 1981),

C. EPIDEMIOLOGIA.

La tranemision de Babesia ee un proceso complejo formado por tres elementos:
vector, parédeito y huésped; pero hay una eerie de factoree que pueden modificar la
transmisién entre los que incluyen infeccién del vector, temperatura ambiental, entre

otros.

I Infeccibn del vector.

La infeccidn del 4caro hematéfago del género Boophilus epp. con Babesia es muy
compleja pues se Inicla desde que el caro ingiere eangre del hospedero  infectado con
Babesia en el patrén de tranemieidn (Fig. 1), Incluyendo el hecho de que Babesia bovie
e transmite Unicamente por larvas y Babesia bigemina por ninfas y adultas (Mahoney y
Mirre, 1979; Potgleter y Els, 1977). Las larvas pierden la infecclén por B. bovis luego de

haber ocurrido ia tranemisién impldiendo la infeccién vertical (Callow, 1985).

En ocasiones las especies de Babesia pueden eer patégenas para las

garrapatas altamente susceptibles aunque tengan un grado bajo de parasitemia.



FIGURA 1. TRANSMISION DE Babegia spp.
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infecciones superiores al 1% pueden causar altas tasas de mortalidad en hembras y

huevos (Friedhoff y Smith, 1981).

Il. Factores fisicoe.

a. Temperatura. La ovoposicidn a temperaturae de 30-37°C induce el desarrolio de
estadios infectivos de Babesla bovis y Babesia bigemins en los huevos de garrapatas
Boophilus (Dalgliesh y Stwart, 1978).

b. Humedad relativa. Eo el factor mée importante para el desarrollo de la garrépata
con un nivel éptimo del 80% de humedad (Alvarez y Cantd, 1985).

c. Edaddelas garrapatas. Larvas de Boophilus sometidas a 14°C y 95% de humedad
relativa han sido capaces de mantener viable a B, bovie durante 65 dias, ademés de que
lae larvas pueden sobrevivir en estas condiciones hasta 200 dias (Dalgliesh y Stewart,

1978).

Il Factores o hospedero,
La infeccibn puede veree afectada por diferentes factores Ineepecificos del
hospedero entre los que se encuentran los genéticos, la edad y la inmunidad.
a. Genética. Se ha demostrado que el ganado Bos indicus es mése resistente a la
babesiosis que el ganado europeo Bos taurus (Johnston et ai, 1978).

b. Edad. Se ha observado que los becerros resisten més a la enfermedad

clinica por la ingestién de anticuerpos calostrales de hembras inmunes. Por esto

misimo, los becerroe menores de doe meses quedan protegidos de 1a enfermedad



pero no de la infeccién (Alvarez y Cantd, 1985). Asl miemo, ee ha reportado

mayor proporcién de brotes en animales de 10-24 meees de edad que los
menores de 9 meses (Rogers, 1971).

¢. Inmunidad. Se adquiere en forma activa por la exposicién del huéeped al
parasito vivo o bien por productos de loe mismos. La respuesta inmune del
hospedero controla la parasitemia destruyendo paréeitos, eritrocitos y
deteniendo tanto el crecimiento como la multiplicacién de Babesia (Phillips, 1971;
Mahoney y Rose, 1972). Los animales que eobreviven a la fase aguda de la
infeccién quedan inmunes a la reinfeccién de la cepa homébloga (Callow, 1985). De
los pardeitos existentes en la eangre del ganado infectado, solo continuarén su
desarrollo los ingetidos durante lae (itimas 24 horae de vida paraeitaria de las
garrapatas (Callow y Hoyte, 1961). El nimero de pardsitos ingeridoe depende de
la proporcién de garrapatas que se alimentan eobre los bovinos; se estima que
una pequefia proporcién de larvas (1 de cada 2500) esté infectada, esto a nivel
campo (Smith, 1980).

Los animales que se recuperan de la enfermedad quedan como portadores
eanos por un periodo variable de tiempo y sirven como focos de infeccién para
los animales eanoe (Alvarez.y Cantd, 1985); ademds, la enfermedad esta
asociada con las fluctuaciones estacionales en el nimero de garrapatas
(Rogers, 1971), el cual aumenta después del final de la temporada de luvias
(Avarez y Canté, 1985). En general la presentacién de brotes es por dos

condiciones:




1. Exposicién de ganado susceptible a la enfermedad, que ocurre al introducir o

camblar ganado infestado a zonae libres lo que ocasiona que las garrapatas ee
digtribuyan en lugares en que hormalmente no ee encuentran o en caso contrario
ee introducen animales susceptibles a explotaciones infestadas (Alvarez y Canté,
1285).

2. Inestabilidad enzobtica, se refiere a |a presencia de una proporcidn de animales
de un hato que no se infectan con Babesia sino hasta un tiempo despuée del
nacimiento; no obstante, debe existir exposicién a garrapatas. De esta forma, las
regiones en las que se observa la babeslosls ee clasifican como zonas endémicae
y marginales. Las zonas endémicae poseen una poblacién de garrapatas mése o
menos estable, suficiente para asegurar la exposicién de los becerros a Babesia
epp. En loe primeros nueve meses de vida, lo que provoca un estado de
premunicién por la presencia de parésitos. Las zonas marginales, presentan
variaciones poblacionales durante el afio lo que conduce a que muchos animales
ee escapen a la infeccidn en la primera etapa de vida para posteriormente
infectaree y sufrir severamente la enfermedad (Mahoney y Ross, 1972; Rogers,
1971). Por otro lado, en forma natural y en zonas marginales puede exietir una
poblacién reducida de garrapatas, lo que provocaria la infeccibn en unoalcuantos
becerros menores de O meses y el ganado mayor eerfa més susceptible pero solo
una escasa proporcién de adultos enfermardn por que la tranemisién ee

demasiado baja (Alvarez y Canté, 1985). Por (iltimo, se ha observado que existe



S

variacién en la prevalencia e incidencia de la babesiosie en México, de acuerdo a la

regién geogréafica como se muestra en el cuadro 1.

Cuadro 1. PREVALENCIA DE LA BABESIASIS EN DIFERENTES PARTES DE LA REPUBLICA MEXICANA,

% INFECCION LOCALIZACION

REFERENCIA

69.25 Tizimin, Yuc.

29.00 Acapulco, Gro.

37.00 Hueytamalco, Pue.
59.90 Hueytalamalco, Pue.
6546 Playa Vicente, Ver.
77.00 Zona central, Edo. Gro.

9N.30 Santiago Ixcuintla, Nay.
77.66 Huixtla, Chis.

454 Aldama, Tamps.

1.08 Villa Comaltitian, Chis.

87.68 Mtz. dela Torrve, Yer.
82.05 Yeha de Alatorre.
71.68 Tlapacoyan, Ver.
77.97 Atzalan, Ver.

96.15 San José Acateno, Pue.

8940 Jalapa, Tab.
86.80 Tacotalpa, Tab.
65.60 Cuetzalan, Pue
82.00 - Paso del Toro, Ver.

(Ponce, 1979).

(Vega et al, 1979).

(Estrada et 4l., 1960).

(Ortega, 1982).

(Lépez, Fajardo y Canté, 1983).
(Fragoso y Milian, 1983).

(Lopez et al, 1983).

(Lopez, Cantd y Ferndndez,1983).
(Lpez et al, 1984).

(Feméndez, Aboytes, Canté, 1984).
(Ramirez, Lépez y Soffer, 1984).
(Ramirez, Lépez y Soffer, 1984).
(Ramirez, Lépez y Soffer, 1984).
(Ramirez, Lopez y Soffer, 1984).
(Escobar, 1964).

(Orozco et al, 1985).

{Orozco et al, 1985).

(Torres, et al, 1965).

(Palma, Alvarez y Rodriguez, 1985).

(Aivarez y Cantb, 1985).

D. CICLO BIOLOGICO.

El ciclo puede resumiree en cuatro etapas (fig. Zj:

1) Figién binaria en los eritocitos. La forma Infecciosa de Babesia epp. es inoculada al

huesped por la garrapata al momento de alimentarse, penetrando al glébulo rojo en

forma de merozoito por un proceso activo (Jack y Ward, 1981). Posteriormente, se

forma una vacuola parasitéfora la que se diferencia para formar el estado en

alimentacién (trofozoito), este ee divide por fisién binaria longitudinal formando

merozoltos (formae de pera) que abandonan la célula para invadir otra. Eeta divisidn

10



FIGURA 2. CICLO BIOLOGICO DE Babesia spp.

Esquema de ciclo evolutivo de Babesia A. Babesia bigemina penetrando en eritrocito; B.
Forma de anillo; C. Forma amiboide; D. Trofozoito en fisién binaria; E. Dos trofozoitos; F.
Liberacién de trofozoitos e inicio de otro ciclo en huesped vertebrado; G. Eritrocito con
trofozoito en intestino de garrapata adulta; H. Trofozoito liberado; I. Primera forma esferoide; J.
Segunda forma esferoide; K. Tercera forma cilindroide; L. Inicio de desarrollo en epitelio
intestinal; M. Formacion de vermiculos; N. Vermiculos en hemocele; O. Generacién de vermiculos
en células de tubos de Malpigio y liberacién de vermiculos en hemocele; P. Desarrollo de
vermiculos en huevos; Q. Garrapata adulta poniendo huevos infectados; R. Vermiculos en células
intestinales de embrion; S. Vermiculos en células intestinales de larva de garrapata en ayuno; T.
Vermiculos en hemocele de larva via glandulas salivales; U. Vermiculos en gléndulas salivales de
ninfa; V. Liberacién de vermiculos en el lumen de glandulas salivales.
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asexual continua hasta que el huésped muere, ee elimina el pardsito o es ingerido por

_otra garrapata (Rudzineka, 1981).

2)

3)

4)

Fieién miltiple en el epitelio intestinal y tiibulos de Malpiglo. La garrapata adquiere la
infecclén cuando Inglere la sangre infectada en las dltimas horas antes de
desprenderse (Smith, 1978). Los eritrocitos son destruidos y los pardsitos ee liberan
en el lumen intestinal del artrépodo (Smith, 1978), muere una gran proporcién y eolo
un porcentaje de las formae sangulneas sobrevive la digestion, estas forman un cuerpo
de fision que liberan 200 formas conocidae como quinetos o vermiculos en el lumen
intestinal (Friedhoff y Smith, 1981). Estos atraviesan el intestino, emigran a la
hemolinfa de la garrapata, llegan a las célulae de los tibulos de Malpigio y ¢e
redondean (Smith, 1978).

Fisién miitiple en ovarios e invasidn de huevos. Pasan a los ovarios donde ee dividen e
invaden los huevos antes de que sean cublertos por quitina y permanecen en el vitelo
(Smith, 1978).

Fieién miittiple en intestino y gldndulas ealivales de larva o linfa. Posterior a la
ovoposicién y durante el desarrolio del embrién dentro del huevo los quinetos invaden
las células del Intestino donde se forma otro cuerpo de fisién y liberacién de otra
generacién de quinetos (Riek, 1964). Estos alcanzan por medio de la hemolinfa las
células de las gldndulas ealivales en donde ocurre otra fase de fisién milltiple con la
liberacién de miles de cuerpos anulares que ee trasforman en peras las cuales son

formae infectantee de Babesia que Inoculan las larvas en el caso de B. bovis

12



(Friednoff y Smith, 1981) o lae ninfae y adultos en el caso de B. bigemina al bovino

(Potgieter y Els, 1977).

E. SIGNOS.

Babesia bigeminay Babesia bovie producen manifestaciones clfnicas casl idénticas
que ee obecrvan después de un perlodo de incubacién de 8-14 dfas (Kuttler, 1986). Se
caracteriza por aumento de temperatura hasta 41°C, esta fiebre permanece durante 3-5
dias elendo acompafiada por anorexia, depresién, debilldad, atonfa ruminal, constipacién,
aumento de la frecuencia cardfaca y respiratoria, agalactia y en animales gestantes

puede causar aborto (Osorno, 1978).

En infecciones de Babesia bigemina debido a una hemélisie muy marcada, la
gangre ee observa mis fluida y oscura (Morel, 1989). Posteriormente hay ictericia que
esta correlacionada con la parasitemia que puede ser hasta del 20%, la orina adquiere
un color pardo o rojo oscuro y produce espuma muy estable (Callow, 1984). La bilirrubina
produce ciertas lesiones organicae provocando neumonia por irritacién del parénquima

pulmonar (Morel, 1989).

En Babesia bovis 1a hemdlisle, |a ictericia y la hemoglobinuria casl no se presentan

(Kuttler, 1986). Hay desordenes de equilibrio, encefalitis, rechinado de dientes y agresién

evidente (Kuttler, 1986; Morel, 1989).

13



F. PATOGENIA.

A la penetracidn y multiplicacién de B. bigemina oe detectan parasitemiss
ascendentes que ejercen accién traumética al liberarse del eritrocito y decremento de Ia
concentracion de hemoglobina por accién expoliatriz al alimentaree de esta, ocasionando
anemia hemolitica normocftica que ee convierte posteriormente en anemia hemolitica
macrocftica (Wright, 1972; Quiroz, 1994). Se ha sugerido que la presentacién de anemia no
solo se asocia a la hemdlieis por ealida del pardsito. Mahoney (1977), Informé que loe
glébulos rojos no infectadas pueden ser eliminados o fagocitados probablemente debido
a la adsorcién de antigenos de Babesia en su membrana, los cuales son reconocidos como
cuerpos extraflos. For otro lado Jennings (1981), encontrd que el pardelto altera las
caractetisticas de la membrana, lo que provoca |a formacién de anticuerpos que actian
como opeoninas que fijan el complemento aumentando la fagocitosis; ademés los
eritrocitos alteran eu permeabilidad provocando una mayor fragllidad osmética que los
predispone a una lisie esponténea principalmente en los capliares sanguineos (Wright,
1973). Como consecuencia de la hemélisie, s produce la anemia .que ocaslona anoxia
generalizada provocando aefl daflo en los tejidos; hay degeneracién y aumento de las
células endotellales las cuales impiden el flujo de eangre complicando aun més la anoxia
de un érgano. El endotelio dafado aunado a la hipoprotelnemia, resultado de la disfuncién
hepatica, permiten la ealida de liquidos manifestado como edema (Osormo, 1978). Junto
con el higado, los rifiones son los més afectados (Hernéndez, 1990). Los problemas de

coagulacién ocurren solamente en una infeccién aguda por B, bigemina, cuando existen



sltas parasitemias que provocan hemélisis intravascular a gran escala (Schalm et al,
1975).

Por otro lado, en 13 infeccién por B. bovis lo que generalmente ocurre es una alta
liveracién de eustancias farmacolégicamente activas que provocan vasodilatacién,
estasle eangulhea y choque, ademée de una coagulacién intravascular diseminada y
trombosie pulmonar mortal (Wright, 1973; Callow, 1964). B. bovis produce una enzima que
activa la presencia de calicreina en células de varios drganoe, especialmente en el
estroma de las célulae rojas. Las cininas producidas tienen efectos vasodilatadores e
hipoteneivos que incrementa la permeabilidad vascular. Estos fenémenos ocurren
tempranamente y preceden a la aparicién de la parasitemia. Los efectos producidos
son completamente de choque, estasie eanguinea y ocasionan calda del volumen
sanguineo incluso antes de la hemdlisis. La actividad de lae cininas simultdneamente con
otros productos porfirinicos degradados induce a lesiones de corazén y rifiones (Wright,
1973). Loe antigenos de Babesia forman complejos con el fibrindgeno e inducen
aglutinacién y adherencia de las células rojas sanguineas parasitadas a la pared
vascular incrementando ael la acumulacién de ertrocitos. El flujo sangulneo es
obstruido y hay distension capilar princlpalmente en rifiones y en la corteza cerebral
(Wright, 1972; Morel, 1989). La coagulacién diseminada se complica con trombosie

pulmonar con formacién de trombos en riffones ¢ higado (Morel, 1989).
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G. LESIONES MACROSCOFICAS.

Los tefidos se encuentran congestionados, pero si la enfermedad se prolonga
estos e observan pélidos. La ictericia esta a menudo presente pero no e tan obvia sl la
congestién ee intensa (Callow, 1984; Morel, 1969). Cominmente hay presencia de
hemorragiae subserosas, particularmente en el corazén y los intestinos. La sangre
usualmente fluye aiin cuando los vasos estén dafiados (Callow, 1984). La mucoea del
abomaso presenta inflamacidn catarral con pequefias hemorragias y erosidnes en la
regién pilérica (Quiroz, 1994). La vejiga frecuentemente contiene orina de color vino y su
mucosa se observa con petequias (Ristic 1961; Callow, 1984). Los rifiones presentan varios
grados de congestionamiento y la grasa perirenal esta edematosa e icterica; el bazo en
casos cronicos esta aumentado de tamafo y en casos agudoe se encuentra
congestionado (Ristic, 1961). El higado aparece congestionado y friable con el
parénquima ictérico y la vesicula biliar agrandada, la bilis esta espesa y con codgulos
dando al higado una coloracién moteada. (Ristic 1281; Callow, 1984). El corazén y los
pulmones ueualmente estan normales, excepto por la variable presencia de hemorragiae y
manifestacién ocaslonal de edema. Loe pulmones afectados por consigulente contienen
una copiosa cantidad de exudado seanguinolento (Callow, 1984), El encéfalo
aparentemente esta normal, pero cuando hay infecciones de B. bovisla materia grie de
la superficie esta distintivamente rosada. Esto puede traer la presentacion de signos
nerviosoe cuando el encéfalo contiene fluido en exceso y esté mée blando de lo normal

(Morel, 1989). Wright y col. (1981), reportaron marasmo (emaclacidn y debilidad
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progreeiva) en la musculatura intercostal y de loe miembros posteriores, ademés de que

observaron que la médula ésea se encuentra rojiza.

H. LESIONES MICROSCOPICAS.

LA mayoria de los cambios eon obeervados en higado, con necrosie centrilobular en
zona media, y distensibn de los canallculos biliares. En otros tejidos linfaticos (bazo,
ganglios) hay menos linfocitos de lo normal, simultdneamente hay abundancia de
macréfagos, muchos de los cuales contienen hemosiderina (Callow, 1984). En casos
severos los rifiones estén afectados con degeneracién tubular y depdeito de hemogiderina
a lo largo de todas las nefronas. Quizd ee encuentre derramado y presente material
hialino y de incorporacién granular de la hemoglobina. En las infecciones de B, bovia, los
vasos méie pequefios son llenados con eritrocitos parasitados; en el encéfalo loo
eritrocitoe infectados taponan los capllares, ocasionando algunas veces edema
intersticial (Callow, 1963).

En pulmén loe capilares estdn congestionadoe y contienen gran cantidad de
linfocitos, neutréfilos y macréfagos. El corazén presenta subendocarditis, subepicarditic y
hemorragiae miocérdicas, los grandes vasos presentan baja paraeitemia, mientrae que en
los capllares periféricos sucede lo contrario (Quiroz, 1994). Cuando el edema. pulmonar
ocurre, ¢l depdsito de fibrina y la trombosie eon encontrados en este y en otros tejidos
(Morel, 1989). Wright y col. (1981), encontraron muy extenea la degeneracién del mdsculo
esquelético de los miembros posteriores, con edema perivascular en cagoe agudos de

infeccidén con B. bovis. Los cambios en los tejidoe son menose pronunciados en las
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infecciones por B. bigeming que en |as de B. bovis, pero en infecciones por B, bigemina son

relativamente més evidentes los parésitos en los vasos sanguineos pequefios (Callow,

1984),

. DIAGNOSTICO.

El diagnbetico puede efectuaree de manera directa o indirecta y puede ser del
tipo de diagndetico clinico-patolégico  individualizado o de tipo epidemiolégico
considerando grupe o grupos de animales (Alvarcz y Canté, 1991),

Una de las formae directas de diagndetico es la observacién del parasito
mediante la elaboracién y exdmen microscdpico de frotis tefidos con colorante
Romanoweky. Puede hacerse de los venas auriculares o caudales; su uso esta limitado a
la fase aguda de la enfermedad, debido a que las parasitemias muy pocas veces rebasa
el 1% de eritrocitos parasitados (Alvarez y Canté, 1991). El frotis es confiable pero
requiere de una revision meticulosa y ee ha considerado su utilidad en el reconocimiento
del ganado portador de PBabesia epp. (Callow, 1963). Conjuntamente con la observacién
del pardsito es recomendable el uso de pruebas auxiliares como la determinacién del
paquete celular aglomerado (Schalm, 1975). Otra forma directa de diagndstico es por
im promta de cerebro, rifin, etc., que son imporbantea en Infecciones por B. bovie por
eu diflcll identificacién en frotis por las bajas parassitemias (Shastr, 1986). A
diferencia del frotie en la im promta ee observan los capllares con el 90% de eritrocitos
parasitados (Ristic, 1981). Otro tipo de pruebas directas son las sondas de ADN y

reaccién en cadena a la polimerasa (PCR) (Alvarez y Canté, 1991).
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El cureo  clinico de la babesloels  también es parte fundamental para el

diagnéstico reconociendo que esta supeditado a factores como eon: la -especie, la cepa
de Dabesiay el grado de susceptibllidad de huésped. Por otro lado existe un grupo de
técnicae de tipo indirecto que permiten la deteccidn de anticuerpos especificos
cir'culant;e para la identificacién de bovinos portadores asintématicos y reservorios.
Eetos procedimientos son serolégicos y las desventajas de manera global es que
tienen inconsistencla en la deteccién de animales portadores, subjetividad de algunas
para su interpretacién e incapacidad para diferenciar entre animales portadorée Yy
animales con anticuerpos residuales de una infeccién previamente resuelta (Calder,
1990). En la serologla se han utilizado antigenos corpuscular y soluble a partir de
animalies infectados (Todorovicy Caraon. 1981) o bien antigenos derivados de cultivo in
vitro (Aboytes y Vega, 1985). Las pruebas generadas son muy variadas, todae poseen
un fundamento inmunolégico pero con su propia Interpretacién, maibilidgd y

especificidad (Ristic, 1981). En el cuadro 2 se muestran las pruebas mée utilizadas.

CUADRO 2 PRUEBAS SEROLOGICAS UTILIZADAS PARA EL
DIAGNOSTICO DE. Babesia spp.

PRUEBA UTILIDAD®
Fijacién del complemento (FC) ++4
Inmunofluorescencia indirecta(IF!) +++
Aglutinacién capilar (AC) +
Radio inmuno ensayo (RIE) ++
Hemoaglutinacién indirecta (HI) ++
Ensayo inmuno-enzimético (ELISA) +++

*Presenta mayor sencibilidad y especificidad
(Garcia, 1991)
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Commo se observa las pruebas més utilizadas eon IFl, FC y ELISA, donde la primera
ha sido mée utilizada en diferentes estudios en el mundo por lo que esta parciaimente
estandarizada, pero, |;l prueba de ELISA podré reemplazar a IFl posteriormente cuando
aumente su sensibilidad y cspociﬁcida?i (Garcla, 1991).

J. PREVENCION Y CONTROL
La prevencién de Ia piroplasmosie es y ha sido materia de arduo trabajo realizado

en muchae partes del mundo. Dichos trabajos han conseguido el lograr diferentes

métodos de control e inmunizacién (Rodriguez, 1991) dentro de los cuales se Incluyen:

» Control del vector. Consiste en romper el ciclo de tranemisién de la enfermedad
utilizando acaricida eobre el hospedador, se utiliza en las regiones tropicales como
procedimiento rutinario (Alvarcz, 1991).

» Control de |a movilizacién del ganado. Necesaria cuando se desea evitar que el
ganado portador o infestado sea introducido a regiones libres (Alvarcz. 1991).

> Quimioterapla y quimioprofilaxis. Son armas con utllidad t4ctica, costosas y poco
practicas como estrategia definitiva (Alvarcz, 1991).

» Ueo de ganado resistente. Debido a que el ganado Bos taurus tiene habilidad para
deearvollar inmunidad a la infestacién con Qawapataa. esto ha conducido a la
utilizacién de cruzas Bos indicus con Bos taurus (Alvarez, 1991).

> Inmunizacién o vacunacién. Este procedimlento ofrece mayores perspectivas para
regolver el complejo problema de la babesiosis (A|var‘cz, 1991). Existen dos principios
que han sido aplicados para este procedimiento: 1° El ganado usualmente adquiere

una fuerte y larga inmunidad despuée de recuperarse de la infeccién. 2° La eangre



tomada del ganado Infectado puede eer usada para inmunizar a otros animales

(Dalgliesh ot al, 1981). A estos principios se les conoce como PREMUNICION o
INMUNIDAD INFECCIOSA, método que ee desarrolié al principio del siglo en Australia
que consiete en la transferencia de eangre de un bovino recuperado o portador a
bovinos eusceptibles provocando reacciones menoe ,severas en los receptores que en
los animales asintométicos (Callow y Tammemagi, 1967). En 1966 Callow y Mellore
afinaron este proceso y estandarizaron el nimero de parasitos de B, bovis en cada
dosie X107 eritrocitos infectados utllizando becerros esplenectomizados en lugar de
eimples portadores. Con este método produjeron una mayor cantidad de vacuna en un
minimo de volumen de sangre, reduciendo asf la fluctuacién en el nidmero de parasitos
lo que anteriormente e reflejaba en mortalidad de 5% de animales vacunados por la
presencia excesiva de pardsitos o bien por su ausencia. La desventajae de este tipo
de vacuna es que las cepas vacunales pueden revertirse en virulentas cuando son
pasadas de animales vacunales a susceptibles, situacion bastante comin al tratar
contra esta u otra enfermedad y oe utiiiza la misma jeringa o aguja; ademae de que
tienen corta vida (7 diae de refrigeracién) y es posible la estimulacién de eritrolisie
neonatal en terneroe de vacas vacunadas y por (itimo una posible contaminacion
con otros patdgenos no detectables en frotie como el virus de la Leucosis bovina
(Rogers et al, 1988).

Posteriormente, se desarrolld una metodologla para la atenuacién de B. bovie
mediante pases rapidos eeriados de las  cepas vacunales en temeros

esplenectomizados para Inducir una notable dieminucién de la virulencia en animalee




adultos sueceptibles (Callow y Mellors, 1966; Callow et al, 1979). Estas muestras
purae de B. bovis atenuadas eegin la metodologia australiana,.eon usadae en
pafece como Uruguay (Nari et & 1979); Argentina (Guglielmone, 1989); Bolivia
(McCosker, 1981) y Cuba (Aloneo ot af 1991). La atenuacién de B bigemina fue lograda
en Australia por Dalgliesh y col. (1981) haciendo paeajes lentos en becerroe con bazo
In situ, En Uruguay, empleando el mismo sistema de atenuacién, existe en el Instituto
Miguel C. Rubino una muestra atenuada disponible para su uso desde 1981 (Solar,
1983). Los pasajes lentos también fueron usados en Argentina por Bermudez (Aguirre
et &/, 1989) y en Braeil por Kessler y col. (1988). En Colombia se utilizé en conjunto
con B, bovie y B, bigemina en vacunase vivas con aplicacién de un antibabesial
administrado 8-9 dfas pos inoculacién, no presenténdose en los animales vacunados
casos clinicoe (Todorovic et 4l, 1975). En Sudéfrica, con el método australiano se han
usado vacunae contra B. boviey B. bigemina, encontrando falta de proteccién contra
cepas de campo (De Yos, 1978).

El cultivo in vitro es otra modalidad introducida por Erp y col. (1979) aplicada
directamente a la atenuacién de parasitos (Yunl;cr et al, 1987; Kuttler et s/, 1988).
Otra forma de modificar o inactivar parésitos es someterios a radiaciones ionizantes
con Cobatto G0, haciéndolos no patégenos pero manteniendo eu inmunogenicidad
(Alvarez, 1991). Los primeros experimentos para atenuar el paréeito por irradiacién
fueron hechos en B. rodhaini por Phillips (1970), evitando el desarrollo de parasitemia
en ratones inoculados los parsitos utilizados fueron previamente expuestoe a dosis

de 40 y 80 Kllorads (Kr), ein embargo la proteccién alcanzada fue muy pobre. En



contraste, ratas Inoculadae con B. rodhani irradiada a G0 Kr ei alcanzaron una

buena proteccién al desaflo (Phillips, 1971). Por otro Iado, Brokiesby y col. (19’)2),
encontraron que 30 2 BO Kr fueron suficientes para inactivar B. major pero no ee
evitd la Infeccién al desafio aunque la eeveridad del proceso fue menor. Mahoney y
© col. (1973), trabajaron con B. bovis irradiada entre 20-60 Kr observando que ésta
congerva la Inmunogenicidad. Posteriormente Bishop y Adams (1974), inocularon
en bovinos eritrocitos parasitados con B, bigemina expuestos a 24 Kr desarrollando
paragitemias sin manifestaciones clinicas. Wright y col. (1980) realizaron
experimentos con irradiagién Yy coneervacién de B. bovis concluyendo que la mejor
dosie es 35 Kr, este dato fue comprobado mediante |a inoculacion de becerros no
esplenectomizados con dosie de 1X10° pardeitoe recientemente irradiados. Al
congervar el inmundgeno irradiado en nitrégeno llquido durante diez meses para
ulterior inoculacién en becerros, verificaron que la mayoria de los animaies eufrieron
infeccién moderada. También ee comprueba que bovinos vacunados de esta forma
son capaces de resistir un desaflo de diez a doce meses pos vacunacién (Wright et 4,
1982). Mas alin, estos pardsitos pierden la capacidad de eer tranemitidos por las
garvapatas (Wright et a/, 1983). En Colombia se atenuaron muestras puras de B,
bigemina y B. bovis con 35 Kr (Vizcaino y Urrego, 1966), For otro lado Alonso y col.
(1991) empleando un alslado cubano de B. bovie iniclaron experimentoe para atenuar
el pardsito con 326 Kr, la cual recuperd su virulencia después de periodos de
coneervacién en nitrégeno liquido y 4 pasajes para la multiplicacién en becerros

esplenectomizados. Por lo tanto el uso de vacunae atenuadas puede ser




aprovechado, sin embargo; puede exietir transmision de otros patégenos naturales

del bovino.

En nuestro pals, se pudo por primera vez en el mundo mantener y reproducir B.
bovie in vitro (Erp et al, 1979). Poeteriormente Rodriguez et &/ (1963), lograron su
clonacién a partir del cultivo de un eolo eritrocito infectado, aisldndolo por medio de
diluclones criticas. Dichae poblaciones, fueron diluidas por eegunda y tercera vez para
asegurar eu pureza. Una de estas clonas con crecimiento més acelerado que el de la
cepa original, fue usada como vacuna y comparada con la poblacion original en
animales susceptible de un afio (Rodriguez, 1965) La clona produjo reacciones
clinicas menos eeveras dque las de la cepa original y mostraron una sdlida
resistencia (Rodriguez et al, 1993). Por otro lado, Heméndez y col. (1990), evaluaron
cuatro diferentes aislados de B, bigemina derivadas de cultivo in vitro en bovinos
susceptibles inoculados con dosie de 1XI0° donde ee identificd a un aielado como
posible Inmundgeno vivo ya que no alteré la hematologia, ni provocd reacciones
clinicas en los animales inoculados, a diferencia de loe testigos que al recibir un aislado
de un brote de campo mostraron parasitemia prolongada y signos clinicos severos.

Con estoe trabajos se demuestra que México cuenta con doe cepas una cepa de
B. bovis (BOR) originalmente clonada, irradiada a 18.9 Kr 0 189 Gy y mantenida en
cultivo i vitro (Rodriguez et al, 1993) y otra cepa de B. bigemina (BIS) atenuada
mediante innumerables pases en cultivo i vitro la -cual ha presentado
caractersticas biolégicas de reducida virulencia al la inoculacién de animales

susceptibles (Vega et al, 1985), ademés de inducir proteccién al desafio contra cepas



virulentae del hemoparésito tranemitidae por garrapatas infectadas (Herndndez et

al,1990).

A partir del afio 1992 el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y
Agropecuariae (INIFAP) inicié en el Rancho Gonzélez Blanco (GB) en Querétaro,
estudios con ambas cepas descritas para conocer inoculdad y capacidad
inmunoprotectora contra el desafio controlado y de campo de aislados patégenos.
Loe dos primeros estudios consistieron en la vacunacién y desafio controlado de
animalee susceptibles contra una sola de las especies, con objeto de evaluar la
patogenicidad de las cepas derivadas de cultivo in vitro (fresco), comparada con la de
los aislados de campo, asl como obtener la dosie minima de desaflo (aislados de
campo) y la dosis minima inmunizante (cepas de cultivo). Los resultados mostraron
que la clona B. bovis y |a cepa B. bigemina, utilizadas a dosie minimas de 1x10°
protegen en forma eatiefactoria a los bovinose desaflados con aislados virulentos
(Canté et al, 1996; Figueroa et al, 1998, en prenea). El siguiente paso fue el de
demostrar ei ambas cepas protegian en forma mixta en contra del desafio en
condiciones de campo; es decir, bajo una infeccidn natural, observando que la vacuna
combinada de ambae especies de Babesia confiere proteccién del 100% al aplicarse
una dosis de 1X10” fresca y cuando los bovinos son vacunados dos meses antes de la
exposicién a garrapatas. El siguiente estudio se realizb para comprobar la capacidad
protectora del inmundgeno al ser aplicado en la zona endémica observando que la
vacuna confiere solo un 70% de proteccion a bovinos inmunizados y sometidos al

desaflo natural 21 dias después, lo cual nos puede indicar que el estrés térmico
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sufrido por los animales, aunado a la vacunacion no permite a los animales tener una

respuesta adecuada (Rojas et 4/, 1995).

En loe trabajos anteriores realizados por el grupo del CENID-PAVET, se demostrd
la capacidad inmunoprotectora de lae cepas de B, boviey B. bigemina, sin embargo;
en todos los estudios ee utilizaron giébulos rojos freecos infectados provenientes de
cultivo in vitro, lo cual serfa sumamente dificil llevario a cabo en vacunaciones masivas
0 en regiones alejadas. Por lo tanto, ee coneiderd Ia necesidad de evaluar el uso de
cepas atenuadas como material congelado en nitrégeno lfquido, lo que podria
eignificar  una optimizacién en la produccidn, mantenimiento y distribucién del

material premunizante.
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Iv.  OBJETIVOS

l.  Evaluarla capacidad inmunoéénlca de las cepas atenuadae de Babesia epp.
previamente congeladas, en bovinos susceptibles.

L. Observar el comportamiento de la infeccién provocada por lae cepas atenuadas y
congeladas derivadas de cuiltivo, al ser Inoculadas en animales susceptibles a
diferentes dosis.

fll.  Determinar la eficacia inmunoprotectora de las diferentes dosls atenuadas y
congeladas de Babesia epp. en bovinos susceptibles bajo una confrontacién de

campo.

Iv. HPOTESIS

Con las diferentes dosis de inmundgeno mixto de Babesia bovie y Babesia bigermina

atenuadas y congeladas, se obtendra una proteccién superior al 90% en contra de una

confrontacién de campo.




Y. MATERIAL Y METODOS

A. Localizacién.

El presente trabajo se llevd acabo en el Rancho Gonzdlez Blanco (GB), en el
Campo Experimental (CE) “La Posta” y en las Instalaciones del Centro Nacional de
Investigaciones Disciplinarias en Parasitologia Veterinaria (CENID-PAVET) donde se llevd
acabo la cinética de anticuerpos especfficos contra Babesia epp.

VACUNACION. Se realizé en una zona libre de garrapatas en las Inetalaciones del
Rancho GB a 27 km de Santiago de Querétaro en el Municipio del Marqués, que
cuenta con una precipitacién media anual de 500 a 600 mm y una temperatura de
20°C.

CONFRONTACION.' Se lievé acabo enlas inetalaciones del CE “La Posta” en Paso del
Toro, Veracruz del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias

(INIFAP), la cual es una zona tropical reconocida como zona endémica de babeslosie.

B. Material bioldgico.

ANIMALES EXPERIMENTALES. Se utllizaron 24 novillos Bos taurus mayores de 14
meses de edad con un peso promedio de 320 kg provenientes de Chihuahua, zona libre
de garrapatas Poophilus epp.. Loe animales se encontraban libres de anticuerpos
especificos en contra de Babesia epp., Anaplasma marginale, Brucella epp., Leucosis e

IBR y negativos a la prueba de Tuberculosis (tuberculina).



INMUNOGENO. Se emplearon eritrocitos infectadoe de dos cepas de Babesia

derivadas y mantenidas en cultivo i vitro, previamente demostradas como atenuadas,
las cuales se identificaron como BIS-1 para Babesia bigeminay BOR-1 para Babesla bovie.
Lacepa de B. bovis es una clona de la cepa B. bovie KBb la cual fue irradiada mediante
la exposicidn a una fuente de Cobalto® 8189 Gy y la cepa B. bigemina fue obtenida
después de un niimero indefinido de pases en cultivo in vitro. Las dosie experimentales
del inculo mixto fueron de 1107, Bx107, 1X10%, BXI0® eritrocitos infectados (Ei) con cada
especie de  Babesia, las cuales fueron congeladas previamente a ~196°C en nitrégeno
liquido y e utllizé como control 1a dosis de 1XI07 con cada especie de Babesla de origen

fresco.

. C. Digeflo experimental.

El estudio se realizd en dos fases:

FASE 1. VACUNACION. Los animales ee dividieron aleatoriamente en seis grupose
de 4 animales cada uno. Los animales de los grupos 1,2, 3y 4 recibieron un indculo mixto
de Ei con cada uno de los microorganiemos mencionados de origen congelado en dosls de
X107, 5x107, 1K10%, Bx10°  respectivamente. El grupo 5 recibié un inbculo mixto de Ei de
1107 de origen fresco y por tittimo el grupo 6 que fungib como testigo a la confrontacién
e le inocularon con eritrocitos no infectados ala misma dosie (GRNI).

FASE 2. CONFRONTACION DE CAMPO DE LOS ANIMALES VACUNADOS.

Cuatro meses despuée de la Inmunizacidn el lote de animales experimentales fue

trasladado al CE “La Posta” 'y liberado inmediatamente en potreros infestados por la



garvapata Boophilus epp.. La confrontacién de campo ee realizé en forma natural
mediante la exposicién del ganado ala garrapata vector por 30 dfas ein tratamiento

garrapaticida alguno.

D. Seguimiento clinco de los animales.

Tanto el perfodo comprendido durante la vacunacién como en la confrontacién, a los
animales  se les realizé un seguimiento clinico individual. Antes de la inoculacién se
obtuvo temperatura rectal y volumen corpuscular aglomerado (VCA) para determinar los
valores basales. A partir del dla O (dia de la inoculacién) se registré diariamente la
temperatura rectal. Del dia 5 en adelante ee obtuvo sangre por venopuncién coccigea
en tubos vacutainer (Becton y Dickinson) con y sin 4cido etilenodiamino tetraacético

(EDTA) en condiciones asépticae para medir VYCA por la técnica de microhematocrito
(Schalm et a/,1975). El porcentale de eritrocitos infectados (PEP) ee obtuvo por medio
de frotie sangulneos delgados tefiidos con colorante Glemea (Schalm et &l 1975) y
observados en el microscépio éptico con el objetivo de inmersidn (100X). Por otro lado,
la sangre obtenida de los tubos ein anticoagulante ee centrifugd a 2500 rp.m. durante
10 minutos para la obtencién de suero con objeto de detectar anticuerpos especificos
en contra de Pabesla  por medio de la técnica de inmunofiuorescencia  indirecta
(Ocampo, 1994; Apéndice |). Todas estas variables se determinaron diariamente hasta
el dia 13 y después cada 7 dias. Posteriormente los animales ee mantuvieron tres
mesee en loe corrales con el manejo propio del rancho GB hasta la confrontacién. En la

fase 2 (confrontacién), al igual que en la vacunacién, el seguimiento clinico ee realizd



e

los dias 1-6-9-11 pos introduccién y despuée diariamente hasta el dia 27 con objeto de
observar la presentacién sintomética de la enfermedad.
Los datos ee anallzaron obteniendo mediae y desviaciones esténdar por grupo

de lag variables estudiadae para realizar la estadistica descriptiva.

| DISENO EXPERIMENTAL
GRUFOS | NO. DE ANIMALES | DOSIS DEL INOCULO® | TIPO DE INOCULO
I 4 X107 Congelado
] 4 5x10” Congelado
I 4 xio? Congelado
v 4 5x10° Congelado
L 14 4 1107 Ame
Vi 4 testigo GRNi*

*Inéculo compuesto por B, bovisy B. bigemina con dosis igual en cada especie.
**Glébulos rojos no infectados
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

A. VACUNACION.

Los resultados de la vacunacién nos muestran que ninguno de los grupoe
vacunadoe sufrieron alteraciones importantes tanto en los valores de tempcraturé como
de volumen corpuscular aglomerado (VCA) (Apéndice 2). Sin embargo, se pudieron
obeervar alzae de temperatura y disminucién del hematocrito, probablemente causado
no solo por la Inoculacién del pardsito sino también por la inyeccion de eritrocitos, ya que
el grupo testigo también eufrié alteraciones en estas variables.

Se pudo apreclar un descenso marcado de VCA en la primera eemana pos
inoculacién en todos los grupos lo que podia haber sido causado por ur’m respuesta
fisiolégica normal ya que loe animales provenian de una zona drida en la cual exiete una
hemoconcentracién debido a la falta de agua (Gréfica 1). Los resultados de disminucién
del hematocrito expresados en porcentaje de dieminucidn deepués de haber restado la
baja fisiolégica observada en el grupo testigo ee obeervan en la gréfica 2.

Con relacién a la temperatura, los cambioe observados durante la primera semana
pudieron ger debidos a la inoculacién de los pardgitos o blen al manejo que sufrieron los
animales, ya que estos anteriormente se oncqntraban en pastoreo extensivo y no tenfan
ningdn tipo de manejo. Resultados eimilares tanto e temperatura como en hematocrito
e obeervd en animales provenientes de Chihuahua por Canté y col. (1996) y Figueroa y

col. (En prenea, 1998).
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Volumen corpuscular aglomerado

El promedio de hematocrito de los grupoe de animales inoculados con eritrocitos
parasitados o eritrocitos normales suftrié un decremento marcado durante la primera
semana, posteriormente e estabilizd (nicamente en el grupo de animales testigo para el
dfa 7 post-inoculacion (Pl) (Gréfica 1). Para los animales vacunados en tlodoe los casos,
con excepcién del grupo 1 ee observé que todoe sufrieron una baja mayor en el
hematocrito en relacién del grupo testigo durante la primera semana, debido a la
presencia de B. bigemina (Gréfica 1) lo cual ee confirmé con la presencia del pardeito en
frotie tefiidos con Giemsa. Asimismo, se presentan los valores promedio de todos los
grupos pudiéndose obeervar que loe valores minimos de hematocrito ee alcanzaron para
los grupos 1y 2 los dfas 10 y 12 Pl slendo de 25 y 24.5% respectivamente, en cambio los
grupos 3, 4y 5 los tuvieron para el dfa 11 y fueron de 2625, 26.75 y 24.75%
respectivamente.

En loe grupos 2,3y 5 ee observd que estos eufrieron dos descensoe en el YCA,
en el grupo 2 fueron de 13.7 y 17.4% los dfas 7 y 12, mientras que los grupo 3 y 5 sufrieron
decrementos del 145 y 17.8% y de 134 y 156.6% respectivamente los dias 7 y 11 PL. El
primer decremento pl;do ger causado debido a la presencia de B. bigemina y el eegundo
probablemente a la presencia de B. bovig, la cual, aunque no fue posible observaria en
frotie sanguineos, si ee pudieron thedir anticuerpos especificos mediante la técnica de
IFl. Salas y col. (1968), al trabajar con una cepa similar a BOR-1, es decir clonada e

irradiada informan que no fue posible detectar B. bovis en frotis eangulneos de animales

inoculadoe; sin embargo, fue aislada en cultivo y en becerroe al hacer un paee de eangre




con jeringa, Indicando la viabilidad de ia cepa. La gréfica 2 nos muestra el porclento de

descenso del hematocrito de los 5 grupos vacunados. Se puede observar que el grupo que
preeentd mayor decremento fue el grupo 1 con 18.46%, seguido por el grupo 3 con un 17.8%
y el grupo 2 con un 174% (Cuadro 3). Estas caidas de hematocrito no son tan
palpablee como las obeervadas por Ocampo (1994), trabajando con |a cepa BOR-1de B.
bovis en las que el grupo vacunado en freeco con X107 Ei tuvo un descenso de VCA por
arriba del 35%. En cambio Lona (1994), en un estudio sobre la capacidad protectora de la
cepa BiS-1de B. bigernina muestra que loe decrementos en el hematocrito se presentan
entre el 15 y 20%, lo que es similar a lo observado en loe primeros dias del presente
estudio que es cuando se presentd B. bigemina (Grafica 2). Para el dia 86 Pl ee observa
que lo? valores del porcentaje de hematocrito eon similares a los que se preeentaron el
dfa de la vacunacién (Apéndice 2, Grifica 1, Gréfica 2). Yunker y col. (1987), observaron
en los bovinos esplenectomizados inoculados con una cepa atenuada de B. bovie
mediante cultivo in vitro un porcentaje de descenso del hematocrito del 49%, encontrando
una parasitemia mayor a O.1%, en el presente estudio el deecenso maximo observado fue
de 18.46% y la temperatura promedio no fue superior a los 40° C. Asimismo, Bock y col
(1991), al utilizar una cepa de B. bovis observaron u.n deecenso en el YCA alrededor del
43%. Estos resultados sugieren que lo observado en el presente estudio es indicativo de
que se cuenta con un aislado que al eer inoculado no produce daflos severos a los
animales.

Por otro lado, Heréndez (1920), utilizando la cepa de B. bigemina que dio origen

. a la BliS-1 observé una disminucién del 26% en el VCA de animales inoculados con una




dosle de 1X10° y X107, Estos datos podrian sugerir que la cepa despuée de seis abos

adicionales en cultivo /n vitro ha sufrido una atenuacién mayor.

Temperatura.

Se observé que todos los grupos de animales inoculados sufrieron un incremento
mayor a 395°C en el promedio de temperatura rectal a partir del dia 5 post-

inoculcacién (Gréfica 3). El cuadro no. 3 muestra el nimero de animales que sufrieron

fiebre en cada grupo y los dias con temperatura superior a loe 39.5°C. Se puede observar
que con excepcién del grupo 1 en el que se presentd fiebre durante 7 diae, los demés
grupos solos tuvieron fiebre de 2 a 4 diae.

Los grupos vacunados que presentaron un mayor incremento en su promedio de
temperatura fueron el grupo 3 con 40°C, grupo 4 con 40.2°C y grupo 5 con 40.1°C, los

demés grupos sufrieron un incremento hasta 39.9°C (Cuadro 3, Gréfica 3).

Parasitemia.

Con respecto a esta variable e esperaba encontrar ambas especles de Babesla
en frotis sangulneos, pero eolo se observd B. bigemina. Esto no significa que loe animales
no oe infectaron con ambas especles sino que el porcentaje de parasitemia de B. bovie
fue tan miimo que hizo Imposible la observacién en frotie.

El porcentaje de parasitemia observado de B. bigemina fue menor de O.1% en todos
los casos. El niimero de animales por grupo en el que se pudo observar el pardeito fue de

4,2,1,1y 4 para los grupos 1, 2, 3, 4 y 5 respectivamente. En los animales restantes no




¢ observaron eritrocitos parasitados, La duracion de la parasitemia observada durante
| la vacunacién fue de 4 dias para el grupo 5 desde el dia 5 pos inoculacién, para el grupo
4 fue de 3 dias desde el dia € pos inoculacién, para los grupos 1y 2 fue de 2 dlas para
ambos desde el dia & pos inoculacién y por ditimo para el grupo 3 eolamente ee observd
1dia de parasitemia que fue el dia & pos inoculacién. Ningiin animal presentd .babcaiosia

clinica por lo que no se utilizé tratamiento alguno.

Cuadro 3. RESUMEN DE LA FASE DE VACUNACION

CONCEPTO/GRUPO - 1 2 3 4 5
Periodo de incubacion™ 5 6 |6 5 5
Fiebre mayor 39.5°C (dias)* 7 4 3 2 3
Flebre mayor 39.5°C (no. animales) §4 4 4 4 4
Temperatura maxima * 299 |40 |40 402 |40
Valor mlnimo individual VCA (%)"* 21 21 24 24 21
Valor minimo VCA (%)" 25 245 |2625 |26.75 |24.75
Méxima reduccién VCA (%)* 1646 (174 |17.86 [12021 {1345
Méxima reduccién VCA (dia) 10 12 N 11 11
Dias de parasitemia B. bigemina* 12 2 1 3 4
*Promedio de 4 animales/gpo.

** VCA= Volumen corpuscular aglomerado.

B. CONFRONTACION.

Los resultados obtenidos en la etapa de confrontacion, nos indican que el
Inmunégeno conformado por una cepa atenuada irradiada y otra cepa atenuada a través
de pases en cultivo in vitro confirieron eblida proteccién al desaflo de campo, a travée
de garrapatas Infectadas. En el presente estudio B. bovis fue irradiada a una dosis de
189 Geye (18.9 Krads) en una fuente de Co™. A este respecto Castro y Canabéz

(1968), informaron que la irradiacién lonizante de eangre infectada con B. bigemina




podria eliminar la Infectividad del pardeito para el ganado. Mahoney et a/'. (1973),
observaron que el periédo de incubacién de la infeccién por B, bovis en becerros
esplenectomizados, e alargd después de la administracién de pardsitos expuestos a
una dosie creciente de irradiacién gamma. La exposicién de pardsitos a dosis de 20-50
Krads parecié eer necesario para producir una atenuacién de B, bovie, |a cual todavia
conferfa inmunidad protectora al desafio heterblogo. Wright et al. (1983), mencionan que
la poblacién de B. bovis irradiada reeultd no ser transmitida por garrapatas, esto
también se demostrd con la cepa BOR en estudios realizados por Mosqueda et 4l
(1994) y la cepa BIS en estudio realizadoe por Hemandez (1920). La eficiencia en la
inmunizacién de paréeitos irradiados podria estar relacionada al hecho de que ain
después dela Irradiacién existe alguna actividad metabdlica residual por el organismo
(Purnell et al, 1978). Buening et al. (1986), demostraron que una clona de B. bovie
seleccionada con base en eu répido crecimiento in vitro resulté ser menos patégena que
la poblacién orginal de parelitos. El ganado que fue inoculado con el parésito clonado
estaba inmune, ya que al desaflo con una poblacién virulenta de B. bovie no mostrd

camblos eignificativoe en el hematocrito y en'la temperatura rectal.

Yoliimen corpuscular aglomerado

La gréfica No.4 nos muestra el promedio del porcentaje de VCA de los ecio
grupos de animales, donde se observa con excepclén del grupo testigo en el cual el
porcentaje de hematocrito disminuye por debajo del 15%, los grupos vacunados sin

importar la dosle y presentacién de inmundgeno, tienen un comportamiento parecido ein
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que el hematocrito dieminuya por debajo del 20% en ninguno de los casos. La gréfica
No. 5 nos muestra el porcentaje de descenso del hematocrito de los animales en
experimentacién, aprecidndoee las diferencias entre los grupos vacunados y el testigo.

Ocampo (1994), nos indica un descenso del 40% para el grupo testigo utllizando como

desaflo una cepa de campo de B, bovis, por otro lado, Lona (1994), utilizando una cepa

de campo de B. bigemina observa un descenso del hematocrito de 44.64%. Estos

resultados al compararios con el pregente estudio donde se observa un descenso en

hematocrito del 65.9% en testigos, probablemente sean debidos a que los experimentos
realizados por Ocampo (1994) y Lona (1994) ee llevaron acabo en condiciones
controladas en una zona templada en la cual los animales se encontraban con agua y
alimento ad libiturn, ademée de que el desaflo ee realizé con una sola especie. En relacién
a los animales vacunados los méximos decrementos observaron fueron de 30.8, 304,

26.7, 31, 31.4% para los grupos vacunados con dosis de 1x107, 5x107, 110°, 5x10° de un

inmundgeno congelado y 1x107 de inmundgeno fresco. respectivamente. Eetos reeultados

también difieren en gran proporcién a los observados por Ocampo (1994), con inbculo
fresco a dosie de X107 y 1XI0® obeervando descensos que fueron de 1.5 y 9.6%
respectivamente. Mientras que Lona (1994), indica descensos de 17.4:/. y del 6.8% para
doeis de 110" y 10° respectivamente. Por otro lado Rojas y col. (1995), en dos
experimentos realizados con material fresco de BOR y BIS y desaflo naturales,
observaron decrementos poe desafio del 32.4% en ar;imalca que fueron vacunados en el
altiplano y del 39.2% en animales vacunados en el trépico, lo que es similar a lo

observado en el presente experimento.




Las gréficas 6, 7, & y © nos permiten comparar con mayor claridad el
comportamiento de cada uno de los grupos vacunadose con el inmundgeno congelado
contra el grupo inoculado con inmunégeno fresco y grupo testigo de deeaffo. Como ee
puede observar los grupos 1 y 2 vacunados con dosle de 110" y 5x10” respectivamente
presentan un hematocrito menor al observado en el grupo inoculado con el inmunégeno
freeco. No as! loe grupos 3y 4 vacunados con 1x10° y Bx10° respectivamente, los cuales
tienen un descenso menor del VCA que el grupo inoculado con inmunégeno fresco. Sin
embargo, es Importante mencionar que dos de los animales vacunados con la dosle de
BxX10° enfermaron de babesiosis clinica aguda preeentando uno de elios signologfa
netvicea clésica de babesiosls tipo cerebral producida por B. bovie. En el caso de los
animales testigos al desaflo ee puede observar que estos muere uno el dia 16, dos ¢l dia

17 y el ditimo el dfa 19 PIP.

Temperatura

La temperatura rectal en cagos de babesiosis debe ser tomado muy en cuenta ya
que serd la primera variable en |a que podemos observar cambios. En el preeente estudio
e observé que el grupo de animales testigo comienza a presentar un incremento de
esta variable a partir del dia 1l PIP llegando a ser euperior a los @.5°C del dfa 14 al da
17 PIP (Gréfica 10). Por otro lado, ninguno de los grupoe vacunados presenta ficbre
superior a los 40.3°C; ademde, los tres grupos que presentaron temperatura superior a
los 40°C (grupo 1, 2y 3), esta solo fue por un dis, los dias 10, 10 y 11 PIP, lo que podria
indicar una reacclén con B. bovis. Rojas et al. (1995), indica que la temperatura de

animales vacunados con el inmundgeno freeco a una dosis de 107 sufrié un incremento
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hasta los 40.1°C, el dia 19 PIP, lo que Indicarla una reaccién contra B. bigemina. Los

resultadoe de ambos experimentos indican que los animales vacunados eon susceptibles
de presentar fiebre por arriba de los 40°C, pero esta es menor tanto en dias de

duracién como en grados centigrados que la que se presenta en animales no vacunados

(Gréfica 10).

Paraeitmla.i

El dfa de inicio de la presencia de parasitemia en los animales de los
diferentes grupos y los dias de permanencia de esta durante el experimento ee observa
en el cuadro 4. Aqui ee observa que todos los animales presentaron ambas especies de
Babesia en frotis de eangre periférica teflidos con colorante Giemea; donde se puede
apreciar claramente que en la mayorfa de los animales la primera especie en presentaree
es B. bovis debido a que es transmitida por |a larva Boophilus microplus. Posteriormente,
todos los animales presentaron B. bigemina la cual es tranemitida por ninfas y

- garrapatas adultas.

TfTULOS DE ANTICUERFOS.

En el presente estudio se obeervd que los titulos de anticuerpos durante la
vacunacién y detectados mediante la prueba de inmunoflurescencia indirecta empiezan a
aparecer a partir del dia 13 pos inoculacién (P1) llegando al méaximo entre los dias 74y
94 PI (Apéndice 2). Estos titulos eon inferioree a los observados por Ocampo (1994),
trabajando con la cepa BOR y Lona (1994), utilizando la cepa BIS. Esto puede haber
ocurrido debido a que en esta ocasién el sistema inmune tuvo que hacer frente a dos
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infecciones distintas a un miemo tiempo y este hecho le impidié montar respuestas més
aftas; sin embargo, el que los titulos se hayan mantenido sin mostrar un decremento
hasta el momento del desafio, podria significar la presencia de anticuerpos especificos
exclusivamente contra el pardsito y no contra el complejo eritrocito-parésito. Los titulos
vacunales también indican que aln cuando no fue posible observar B. bovie en los frotis
eangulneos durante este tiempo, el protozoario estaba presente en la circulacién y que
fue debldo a las bajas parasitemias (<0.01%) que no pudo detectarse. Durante la
confrontacién se observa que los tftulos de anticuerpos de los animales vacunados
sufren en parte, un ligero incremento a partir del dfa 12 PIP observdndose una
marcada alza en todos los grupo a partir del dia 19 PIP, liegando a sus niveles méie aitos
para el dia 36 PIP(Grafica 11). Estos resultados son eimilares a loe obeervados por
Rojas et al. (1995), utilizando ambas especies atenuadas en fresco y bajo un desaflo

natural.
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Cuadro 4.

PARASITEMIAS DURANTE LA FASE DE CONFRONTACION
s e ———

| Grupot | Grupoz | Grupo | Grupos | Grupo5 Gruao6-l
Dias/@ 14| 2132} 4311 7|13 10.,42501 27212242402624—4—535-111 9135329
O OO OOIOIOIOIEOIOTOIOIOIOIOIOIO]0)
6 OO OOIOIOIOIOIOTOIOIOIOIOIOIOIOIAIOIOIOI0
9 JOIOIOIOIOIOIOIOOIOIOIOIEIAIOIOIOIOIOIOIOIOIOIO
o gOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOI0I0I0I0N
2 PO OOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOL0
B OO OIOIOIIOIOIOOIOIOOOIOIOIOIOIOI0
“ OO QLI P Ol P 1olalololololojb]a]Ol@]Bbl bbb
B lOlblvBrl b @B |G]B @Il PO PO PIEALE|BR|BR| B ()
16 JEiBr|OBrl bl | Blb|@|BLOIBOIOIOIBY By b | ()]|BP{BR| B |Bb
7 1O olololololololaloiololoiololololOlalolo
18 b Bb|Bbl ()| b |Bb{Bb] b |BRBH ()] O () ]|Br|BR] b} B]Br|()]|BPIRIP] b |()
19 BRI BIOIOLE Bel b | (1O IBRI ] (1 (| Bb Bl (1 ()| B B IRIP RIF| Bb
20 PEBR OOl rlBlp (] P 1EIOIO]OIBRRPIO[Q] BB Bb
2 o118 OlolololololalBrlal Bl |RP b |Bbi B |BY RIF
22 1O|P|BlEIOIBHBIBIOIBIOIOIBIO BijBlb
22 JlelBlEiBrBi|B|B|BIBIBIB]B BIOIB|O
24 lolplejBipvliBl|B{BIBIBIB]|B]|B BBl )
% |IBipip|BlBIBIOIB{BIB|BIEBIBIO BiBIBIO
26 IBllB|BlB|BiM|B|B|B}BIBIB]DB BB B
z lelolelolelslolalelelBlBlolB BlBl|B{(O
28 fBiglBlBlBlB|(M)] BB B]|B BiBi()] P
= Ielolelslololelolololelolala ARIRIE
= [ololalalolalolalololololalo ololalo
= Jolalolalolalolofalolofolalo Qlololo
zo_JolOlolololofolololofolololo plolofc |
(-) = No se observb Babesia spp en frotie sanguineo.
b=Babesia bovie
B=Babesia bigeming
RiP= muerto
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VIl. CONCLUSIONES

La cepa de B. bovis (BOR) clonada e irradiada y mantenida en cultivo in vitro y 1a
cepa de B. bigemina atenuada por un ein nlimero de pases en cultivo in vitro pueden ser
utilizadas como inmundgenos atenuados ya que no producen dafios eeveroe al ser

Inoculados en animalee susceptibles.

Los animales inmunizados con inmundgeno mixto congelado a dosis de X107, 5x10”
y 1X10° eritrocitos infectados de las- cepas BOR y BIS, mostraron que al eer
confrontados en una zona endémica infestada de garrapatas Boophilus epp. tuvieron una

proteccién edlida del 100% en contra de Babesla epp.

La dosls de inmundgeno mixto congelado que se comportd igual o mejor que el
inmunégeno fresco (X107 Ei) y que podria ser utilizado como vacuna es la dosis de 110°

Ei.
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Gréfica 1. Comparacién del comportamiento de los porcentajes de hematocrito
promedio, de los diferentes grupos de animales vacunados, del dia O (inoculacién)
al dia 86 pos vacunacién. Los grupos 1, 2, 3 y 4 fueron inoculados con un
inmundgeno mixto congelado de Babesia bigemina y B. bovis, a una dosis de 1x107,
5x107, 1x10° y 5x10° eritrocitos infectados (Ei) respectivamente, de cada una de las
especies. El grupo 5 fue inoculado con las mismas especies y el mismo dia auna
dosis de 1x10” Ei en fresco de cada especie y el grupo & (testigo) recibié una dosis
de 1107 de eritrocitos normales.
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Gréfica 2. Comparacién del comportamiento del decremento promedio de los
porcentajes de hematocrito, de los diferentes grupos de animales vacunados, del dia
O (inoculacién) al dia 86 pos vacunacion. Los grupos 1, 2, 3 y 4 fueron inoculados con
un inmunédgeno mixto congelado de Babesia bigemina y B. bovis, a una dosis de 1107,
Bx107, 1X10° y Bx10? eritrocitos infectados (Ei) respectivamente, de cada una de las
especies. EI grupo 5 fue inoculado con las mismas especies y el mismo dia a una
dosis de 1X10” Ei en fresco de cada especie y el grupo 6 (testigo) recibié una dosis de
1x107 de eritrocitos normales.
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Gréfica 3. Comparacién del comportamiento de la temperatura promedio, de los
diferentes  grupos de animales vacunados, del dia O (inoculacién) al dia 86 pos
vacunacién. Los grupos 1, 2, 3 y 4 fueron inoculados con un inmundgeno mixto
congelado de Babesia bigemina y B. bovis, a una dosis de X107, Bx107, 1X10° y 5x10°
eritrocitos infectados (Ei) respectivamente, de cada una de las especies. El grupo 5
fue inoculado con las miemas especies y el mismo dia a una dosis de 110" Ei en fresco
de cada especie y el grupo 6 (testigo) recibié una dosis de X107 de eritrocitos
normales.
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Gréfica 4. Comparacién del comportamiento de los porcentajes de hematocrito
promedio, de los diferentes grupos de animales vacunados, del dia O al dia 39 pos
introduccién al potrero (PIP). Los grupos 1, 2, 3 y 4 fueron inoculados previamente (116
dias antes) con un inmunédgeno mixto congelado de Babesia bigemina y B. bovis, a una
dosis de X107, Bx107, 1XI0% y 5x10° respectivamente, de cada una de las especies. El
grupo 5 fue inoculado con las mismas especies y el mismo dia a una dosis de 1X10” en
fresco de cada especie y el grupo © (testigo) recibié una dosis de X107 de eritrocitos
hormales. Seis de los animales murieron, del grupo & dos el dia 26, uno el dia 27 y uno
el dia 29 PIP y el del grupo 4 uno el dia 28 y el otro dia 30 PIP-




G

HEMATOCRITO
]

DECREMENTO DEL (%) DE

O T T T T T T i T T T T T T T 1

0] 5 © 7 8 9 10 N 12 13 20 22 29 37 54 86

DIAS POS INOCULACION

—&—Grupo 1 —&— Grupo 2 ——Grupo 3 —¥-—Grupo 4 ~—8—Grupo 5

Gréfica 5. Comparacién del comportamiento del decremento promedio de los
porcentajes de hematocrito, de los diferentes grupos de animales vacunados, del dia
O al dia 39 pos introduccién al potrero (PIP).. Los grupos 1, 2, 3 y 4 fueron inoculados
previamente (116 dias antes) con un inmundgeno mixto congelado de Babesia bigemina
v B. bovis, a una dosis de X107, 5x107, 1X10°y 5x10° respectivamente, de cada una de
las especies. El grupo 5 fue inoculado con las miemas especies y el mismo dia a una
dosis de X107 en fresco de cada especie y el grupo 6 (testigo) recibié una dosis de
X107 de eritrocitos normales. Seis de los animales murieron, del grupo & dos el dia
26, uno el dia 27 y uno el dia 29 PIP y el del grupo 4 uno el dia 28 y el otro dia 30 PIP-
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Gréfica 6. Comparacion del comportamiento de los porcentajes de hematocrito
promedio, de los grupos 1,5y 6 de animales experimentales, del dia O al dia 39 pos
introduccién al potrero (PIP). El grupo 1 fue inoculado previamente (116 dias antes) con
un inmundgeno mixto congelado de Babesia bigemina y B. bovis, a una dosis de X107, de
cada una de las especies. EI grupo 5 fue inoculado con las mismas especies y el
mismo dia a una dosis de X107 en fresco de cada especie y el grupo & (testigo) recibié
una dosis de X107 de eritrocitos normales. Los cuatro animales del grupo © murieron
dos el dia 26, uno el dia 27 y uno el dia 29 PIP.
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Gréfica 7. Comparacién del comportamiento de los porcentajes de hematocrito
promedio, de los grupos 2,5y & de animales experimentales, del dia O al dia 39 pos
introduccién al potrero (PIP). El grupo 2 fue inoculado previamente (116 dias antes) con
un inmundgeno mixto congelado de Babesia bigemina y B. bovis, a una dosis de 5x107,
de cada una de las especies. EI grupo 5 fue inoculado con las mismas especies y el
mismo dia a una dosis de X107 en fresco de cada especie y el grupo 6 (testigo) recibié
una dosis de 1x10” de eritrocitos normales. Los cuatro animales del grupo © murieron
dos el dia 26, uno el dia 27 y uno el dia 29 PIP.
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Gréfica &. Comparacion del comportamiento de los porcentajes de hematocrito
promedio, de los grupos 3,5y Gde animales experimentales, del dia O al dia 39 pos
introduccién al potrero (PIP). El grupo 3 fue inoculado previamente (116 dias antes)
con un inmundgeno mixto congelado de Babesia bigemina y B. bovis, a una dosie de
1X10%, de cada una de las especies. EI grupo 5 fue inoculado con las mismas especies
y el mismo dia a una dosis de 1X10” en fresco de cada especie y el grupo 6 (testigo)
recibié una dosis de 110’ de eritrocitos normales. . Los cuatro animales del grupo 6
murieron dos el dia 26, uno el dia 27 y uno el dia 29 FIP.
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Gréfica 9. Comparaciéon del comportamiento de los porcentajes de hematocrito
promedio, de los grupos 4, 5y & de animales experimentales, del dia O al dia 39 pos
introduccién al potrero (PIP). El grupo 4 fue inoculado previamente (116 dias antes) con
un inmundgeno mixto congelado de Babesia bigemina y B. bovis, a una dosis de Bx10°,
de cada una de las especies. El grupo 5 fue inoculado con las mismas especies y el
mismo dia a una dosis de 1X10” en fresco de cada especie y el grupo & (testigo) recibié
una dosis de 1x10” de eritrocitos normales. Los cuatro animales del grupo & murieron
dos el dia 26, uno el dia 27 y uno el dia 29 PIP. Dos animales del grupo 4 murieron el
dia 28 y 30 FIP respectivamente.
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Gréfica 10. Comparacién del comportamiento de la temperatura promedio, de los
diferentes grupos de animales vacunados, del dia O al dia 39 pos introduccién al
potrero (PIP). Los grupos 1, 2, 3 y 4 fueron inoculados previamente (116 dias antes) con
un inmundgeno mixto congelado de Babesia bigemina y B. bovis, a una dosis de 1x107,
5x107, 1X10%y 5x10° respectivamente, de cada una de las especies. El grupo 5 fue
inoculado con las mismas especies y el miemo dia a una dosis de X107 en fresco de
cada especie y el grupo © (testigo) recibié una dosis de 1x10” de eritrocitos normales.
Seis de los animales murieron, del grupo & dos el dia 26, uno el dia 27 y uno el dia 29
PIP y el del grupo 4 uno el dia 28 y el otro dia 30 PIP.
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Gréfica 11. Titulos de anticuerpos mediante la técnica de Inmunofluorescencia
indirecta, de los diferentes grupos de animales vacunados, durante todo el
experimento, es decir, de los dias de pos vacunacion y pos introduccién al
potrero (PIP). Los grupos 1, 2, 3 y 4 fueron inoculados previamente (116 dias
antes) con un inmundgeno mixto congelado de Babesia bigemina y B. bovis, a
una dosis de 1107, 5x107, 1X10°y 5x10° respectivamente, de cada una de las
especies. El grupo 5 fue inoculado con las mismas especies y el mismo dia a
una dosis de X107 en fresco de cada especie y el grupo 6 (testigo) recibié una
dosis de X107 de eritrocitos normales. Seis de los animales murieron, del
grupo 6 dos el dia 26, uno el dia 27 y uno el dia 29 PIP y el del grupo 4 uno el
dia 28 y el otro dia 30 PIP-
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APENDICE 1

DESCRIPCION DE LA TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IF)
PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA B. bovis Y B. bigemina.

PROCEDIMIENTO:

Antigeno utilizado: fotie de B, bovis con parasitemia euperior al 10%.

1) Sacar laminillas (frotis) que contienen el antigeno que previamente fueron
prcparadaé Yy guardados en congelacién a -70°C.

2) Se seca el antlgeno al vaclo durante 60 minutos y posteriormente se fia,
utllizando acetona durante 30 min.

3) Se hacen diluciones de los sueros problema y controles positivo y negativo a 180 en
solucién -amortiguadora de fosfatoe (SAF).

4) Sedibujan de 10 a 12 clrculos en la laminilla utilizando l4piz de tinta negra.

5) Sueros controles: POSITIVO, se coloca una gota del suero positivo en el primer circulo
del extremo euperior izquierdo de Ia laminilla. NEGATIVO, se coloca una gota del suero
negativo en el primer circulo del extremo inferior de la laminilla.

6) Sueros problema: con una pipeta Pasteur ¢e pone una gota del suero en su
respectivo cfrculo.

7) Posteriormente se incuba la laminilla en la cdmara himeda durante 30 min. a 37°C.

&) Lavar con PBS dos veces en una caja Coplin con agitador magnético durante 5 min.

9) Secar laminillas frente a un ventilador.

10) Agregar conjugado en dilucién 1:30 en una gota en cada circulo.

11) Incubar en una cAmara himeda 30 min.

12) Lavar dos veces con PBS en caja Copling con agitador magnético durante 5 min.
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13) Lavar una sola vez con agua destilada en caja Copling con agltador magnético

durante 5 min.

14) Secar las laminillae.

15) Colocar una gota de glicerina fosfatada en dilucién 1:40 en cada circulo y cubrir con
un gubraobjetoe.

16) Observar en un microscopio de luz ultravioleta.
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APENDICE 2

Datos de |a temperatura rectal y volumen co:guecular gglomcrado de |a Pase de vacunacion
DIAS POS INOGULACION

) 7 8 9 10 - 11
No.DLI@] TEMP VCA TEMP VCA TEMP VCA TEMP VCA TEMP VCA TEMP  VCA TEMP VCA TENP VCA
14 396 400 394 320 398 320 393 320 422 260 395 260 390 260 395 260
2 388 370 400 340 400 330 400 280 400 300 397 290 407 260 395 270
32 396 380 397 290 398 330 393 30 388 260 394 240 398 250 396 250
4 389 320 404 300 400 280 400 280 402 260 394 260 400 230 398 280
MEDIA 89,2 360 399 313 399 315 397 298 4038 270 395 263 399 250 395 265
DESVEST 0435 3367 0427 2217 0115 238 0404 2062 1409 2 0141 2062 0699 144 005 1261

GRUPO 1 (Congelado 1x107)
0 5

GRUPO 2 ( Congelado 5x10)
31 396 380 398 350 395 320 394 260 400 280 396 290 400 270 400 250
7 388 320 398 260 98 230 392 250 401 250 392 220 398 220 407 240
13 390 320 389 300 397 280 394 230 393 290 398 260 400 2350 395 280
10 392 370 390 350 401 330 387 290 390 310 390 290 389 330 396 300
MEDIA 39,2 348 394 315 398 290 32 258 396 283 394 265 397 268 400 268
DESVEST 0,342 3202 0492 4,359 025 4546 033 25 0535 25 0365 3317 0525 4646 0545 2,754

GRUPO 8 (_Congelado 1x10%
% | 387 570 360 320 408 00 W7 0 43 20 3O 230 39,1 20 402 240
0 | 5 |O |6 00 318 200 401 240 W5 250 3\ 250 3B7 310 894 250
1 387 380 32 330 402 N0 92 280 392 200 V1 290 3\S 280 W2 280
27 | 391 400 367 360 304 280 WO MNO 362 280 399 300 W5 330 303 3200
MEBIA 0 S78 894 328 A0 15 395 25 N8 23 92 268 1 26,0 385 263
oESvEST 0383 20817 03108 25 05972 1291 04067 28868 101 17078 04761 3304 03416 4,006 0457 263

GRUPO 4 (Congelado Bx10%)
7

21 38, 30 402 310 392 290 389 280 391 280 304 280 397 240 3IB3 250
2 264 380 395 380 400 320 383 3/0 V4 R0 94 340 397 320 38.7 340
42 302 320 404 260 398 2830 N3 CB/0 334 260 WS 260 385 2860 389 240
40 381 340 40,7 320 402 290 392 260 393 280 352 280 395 250 392 240
MEDIA 309 353 40,2 .8 398 283 W2Z 285 W3 280 392 285 394 268 390 268
DESVEST 05802 20681 05000 49244 04435 37749 0,1883 42032 01414 28284 0,2828 37858 05745 3504 0275 48563
G6RUPO 5 (Fresco 1x10")
26 400 340 401 20 405 310 386 200 B3 260 388 210 384 250 I’ 210
24 382 340 02 200 405 N0 W2 270 388 280 WO N0 M0 260 V5 270
45 398 370 40,0 300 397 200 403 250 388 280 400 270 33 270 40,0 26,0
2 399 320 400 280 397 230 390 210 391 280 363 280 300 250 894 250

MEDIA 398 343 398 203 401 288 398 285 390 278 M3 263 389 285 39¢ Us
DESVEST 0,3687 2,0618 04193 095674 04619 37858 07274 34157 02449 1 05252 4,113 03778 1 0283 2863

6RUPO 6 (Testigo GRNI 1x107)
n 397 360 401 360 398 330 393 310 391 320 399 300 395 290 396 310
9 394 350 398 400 394 360 393 320 393 310 392 340 392 340 B9 370
a3 392 380 395 310 395 290 394 270 391 270 392 280 398 300 392 280
39 381 430 393 340 387 390 392 340 395 350 388 420 388 410 390 390
MEUTA 39,1 390 39,7 333 394 343 393 310 %93 313 393 335 393 335 394 38
DESVEST 0698 2944 035 3775 0465 4272 0082 2544 0191 3304 0457 6,191 0427 5447 0403 5123




Datos de la temperatura rectal N volumen co:zuocular gﬂlomcrado de la fase de vacunacién

DiAS POS INOCULACION
GRUPO 1 _(Congelado 1x107)
12 | 13 20 22 29 37 54 86
No.Del @] TEMP__VCA TENP VCA TEMP VCA TEMP VCA TEMP VCA TEMP VCA TEMP VCA TENP VCA
14 390 270 390 230 390 320 387 240 391 2290 3IV2 260 395 280 33 320
2 392 300 387 320 398 270 394 290 393 280 392 260 398 220 385 320
32 383 210 32 260 392 300 395 30 3I5 260 32 260 393 310 394 310
4 395 250 391 250 397 290 391 230 394 270 398 20 392 290 395 340
MEDIA 390 258 390 263 394 295 392 270 3938 275 34 WBS S 275 92 323
OESVEST 051 3775 0216 3873 0385 2082 0359 4243 017¢ 1291 03 05 0265 3873 0457 1,258
GRUPO 2 ( Congelado 5x10")
31 392 240 390 250 394 280 31 300 393 290 389 290 393 310 397 360
7 394 230 391 230 384 280 392 200 389 250 391 270 390 290 395 350
13 382 220 394 260 390 260 393 280 394 280 397 270 391 270 392 310
10 391 290 386 310 390 340 390 290 394 320 389 280 396 300 350 310
MEDIA 390 245 30 263 390 290 392 270 393 285 392 278 93 293 394 333
oesvesT 0532 3105 033 3403 0412 3464 0129 4082 0,238 2887 0379 0957 0265 17078 0311 2,63
GRUPO 3 (_Congelado 1x10%) ,
44 387 220 384 220 388 20 W0 240 36 220 B8 290 B3 20 B4 N0
0 V2 300 W5 280 384 260 32VY 270 W2 L0 402 200 23B8 Z0 34 330
1 %0 290 38 3300 3\t 00 3}\S 310 393 280 B\B5 W0 IS /0 3I/2 320
i 385 200 386 310 393 200 390 290 300 200 W8 370 391 350 308 380
MEDIA B9 276 WO 275 89 285 B9 8 NI 283 NeE MO 90 2% 3N 330
OESVEST 03109 36068 06131 36068 03016 17321 0208 20061 025 09574 05323 4 0217 378504 02517 216
GRUPO 4 (Congelado 5x10%)
21 387 260 389 250 391 300 389 280 32 300 393 280 394 300 395 350
2 34 20 385 3BO0 382 IO B8 410 35 280 2 420 393 260 393 310
42 B9 260 3BS 250 WO 270 380 260 390 280 394 260 396 300 394 360
40 387 240 3B7 280 390 300 3IBS 290 3396 350 385 300 391 250 397 280
MEDIA 7 270 307 83 1 N0 NS NS 93 303 N1 35 N4 288 305 N8
DESVEST 0,2062 34641 04915 4,717 00957 4,2426 0,0957 7,1414 02754 3,304 04082 7,188 02082 1,89207 01708 3,697
GRUPO 5 (Fresco 1x10")
2% 389 260 WS 270 P8 220 3IVI 310 B2 200 3O 31,0 W4 300 395 360
24 B0 290 3IIV5 260 I8 B0 3B4 260 332 300 W3 300 B3I B0 393 310
45 P2 20 3/4 260 3IBT7 280 B3 280 3I]\8 00 390 310 3B N0 3I4 360
23 380 250 8 210 2302 260 389 260 389 270 388 260 391 230 297 280
MEDYA ¥0 223 3B 280 WA 270 392 278 W0 20 W0 29,5 394 238 3805 328
DESVEST 0,1258 20616 04967 2,708 0,4846 1,1547 0,2217 2,3620 02082 1,4142 02062 2,3805 0,2082 1,89297 0,1708 3,697
GRUPO 6 (Testigo GRNi 1x107)
1 398 280 390 300 401 270 397 310 397 280 396 310 W7 310 IS5 M0
9 388 310 3B8 290 396 370 393 360 391 380 380 N0 383 310 IS 3O
33 395 270 393 300 396 280 394 300 394 200 WO 280 IS5 200 W7 30
39 385 340 384 340 390 450 392 320 391 30 3IV2 380 391 BO IS A0
MEDIA 39,2 300 389 308 396 343 394 323 393 328 394 R0 94 315 396 5.8
DEsVEST 0,603 3162 0377 2217 045 8461 0216 263 0267 4992 0403 483 0258 25166 01 2062




Datoe de temperatura rectal y volumen corpuecular aﬁlomcrado de fase de confrontacién

DIAS POS INTRODUCGION AL POTRERO

6rupo 1 (Congelado 1x10”
0 6

9 11 12 13 14 15
[No. Del®| TEMP VCA TEMP VCA TEMP VCA TEMP VCA TEMP VCA TENMP VCA TEMP VCA TEMP VCA
14 38,7 31 397 200 390 200 389 330 386 300 387 31,0 30 NO 385 35,0
2 392 3 396 310 WO 300 385 390 3|0 340 390 350 B0 3P0 390 260
32 39 32 32 350 3BS 200 3IV0 1,0 389 200 PO 30 387 250 338 23,0
4 38,7 28[ 302 280 390 310 380 3B0 330 280 387 280 3PS5 280 401 25,0
MEDIA 389 315 394 308 389 283 339 348 389 305 389 315 M1 B0 W4 28
DESVEST 02449 28868 0,263 3,0057 02 09574 0238 35 0,1893 23805 0,1732 28868 0,3317 4,0825 0,7328 45
GRUPO 2 ( Congelado 5x107)
31 96 27 387 370 3B 320 382 30 34 300 36 20 401 230 401 230
7 38,7 28 385 300 385 240 383 240 380 270 387 280 386 200 385 300
13 385 9 380 200 3VO 260 383 0 387 300 385 300 398 310 403 260
10 38,7 33 3\0 320 389 B0 388 330 337 330 387 330 38 310 3194 28,0
MEDIA 38675 205 388 320 389 270 384 293 387 300 3IB9 2935 IS 285 NS 268
DESVEST 0,4924 26458 0,2449 3,559 0,238 34641 0,2708 45 05715 24495 04924 26458 0,65 3,7850 0,8130 29081
GRUPO 3 ( 6RNI 1X10%)
44 384 28 388 DO 385 310 382 30 384 280 384 280 3IL8 R0 B3 30,0
30 393 32 391 340 392 320 388 340 398 270 3193 3320 400 00 397 280
1 386 32 887 330 386 310 388 310 385 320 386 320 389 330 3/5 340
27 304 32 390 380 390 380 382 410 386 270 304 320 388 340 300 420
MEDIA 38,825 31 389 338 388 330 385 I8 38 206 389 310 392 323 309 338
DESVEST 04952 2 01828 3304 03304 3,3665 03464 4,272 0,6551 23805 0,4892 2 05688 1,7078 05058 6,1914
GRUPO 4 (Congelado 5x10%)
21 339 3 301 3IBO 393 330 388 400 3B5 200 3W\S 30 393 310 383 300
2 » 44 395 440 386 440 3900 430 387 420 390 440 303 280 394 380
42 389 2% 389 280 389 310 387 300 384 280 389 280 3IB7 270 391 210
40 398 28 395 360 2393 330 382 38O &,OL 300 398 280 407 260 415 240
MEDIA M5 3256 N3 B3 WO 3853 90 378 387 323 32 328 NE 280 98 293
DESVEST 04350 7,9373 03 85511 03403 5909 0,2082 55603 0,2646 65511 04358 7,9373 08485 21602 1,1238 51205
G6RUPO 5 (Fresco 1x107)
28 383 31 388 370 384 3IBO 382 280 382 320 383 310 387 350 3484 38,0
24 40,8 30 394 370 390 380 380 300 394 200 408 300 405 310 405 25,0
45 388 30 393 30 33 350 388 360 388 310 389 300 31 330 388 38,0
23 389 4] 391 3200 300 300 389 340 388 270 389 240 393 220 391 260
MEDIA 30225 2875 39,2 358 389 345 387 320 383 298 392 288 N4 03I N2 30,8
pESvesT 11,0874 3,2018 0,2217 3,9478 0,3775 3,3166 00,3594 36515 04899 22174 1,0874 32016 0,7746 5,7373 09129 6,0758
GRUPO 6 ( Testigo GRNI 1x107)
1 402 2T W7 350 I\2 320 3IVBO 330 339 310 402 270 406 280 412 280
9 9.1 20 32 360 3W0 350 404 320 409 300 411 200 4089 320 412 28,0
33 309 28 W6 R0 389 340 H6 300 393 300 39 260 407 250 412 230
39 40 J__27 30 380 387 440 388 390 406 200 400 270 40& 280 387 260
MEDIA 403 2725 394 303 N0 B3 W8 335 402 300 403 2783 407 283 408 253
DESVEST 05477 1,2563 0,3304 25 02082 53151 07488 3,873 0,7182 08165 05477 1,2583 01414 28723 075 15




Datos de temperatura roctaly volumen gorpuscular aglomerado_da {ase de confrontacién
DIAS POS INTRODUCCION AL POTRERO

. 6rupo 1 (Congelado 1x10”
16 {

7 18 19 20

21 22

23

[Mo.vel€] TEMP VEA TEMP VCA TEMP VCA TEMP VCA TEMP VCA TEMP VCA TENP VCA TEMP VCA

14 3|6 2710 35 250 3IB4 250 B8 260 391 270 389 230 385 300 385 290

2 99 250 392 270 391 260 387 250 3868 250 380 250 3B6 280 397 260

| 32 405 20 415 230 412 180 48 1B0 37 160 389 180 382 180 380 19,0

‘ 4 42 2860 398 240 387 240 390 270 385 280 386 260 385 240 386 250

‘ MEDIA 403 250 400 248 36 233 NS 233 30 240 338 230 338 U0 387 248

| DESVEST 07071 21602 1,02068 1,7078 1,1045 3504 00394 49244 055 54772 02 3559 0,1732 58378 0,216 4,1832
GRUPO 2 ( Congelado 5x107)

3 395 20 3B 270 3B/E 240 385 260 3B\S 270 W87 280 387 280 3292 260

7 406 300 386 270 400 260 45 260 399 20 3V0 210 388 2830 385 280

13 414 280 414 240 405 240 408 200 395 160 383 160 383 200 386 210

10 394 260 3P0 210 3WV0 2280 HBS 20 B2 240 390 260 31 280 388 2710

WDIA 402 26,0 39,7 3 398 258 398 248 393 223 388 228 387 U3 B8 288

pEsvesT 0,9535 3,266 1,1587 26723 0,877 1,0149 1,0436 3,2016 05900 4,6458 03317 53774 0,304

| 6RUPO 3 ( GRNI 1X10%

3,5 0,088 3,1001

44 39,1 290 399 280 V5 20 390 2390 385 280 390 280 401 320 388 200

20 404 250 404 30 388 20 388 220 380 250 387 240 387 250 B3 210

1 3v1 A0 3\6 270 37 260 3BT 280 3\S 230 388 210 382 2230 386 230

27 33 30 403 0 396 310 390 300 385 330 387 35O 382 340 393 370
MEDIA %8 288 401 295 394 268 302 200 386 273 388 270 388 288 230 27,8
DESVEST 06238 263 03697 23805 04082 3,7749 03607 3550 0,25 4,3493 0,1732 60553 08981 53229 04041 7,188
GRUPO 4 (Congelado 5x10%)

21 303 200 968 250 B0 240 3BS 280 380 310 392 300 388 290 398 230

2 363 200 30 330 3BS5 3B/BO 384 38O 3B5S5 B0 387 30 393 3BVO IS5 30

42 389 220 400 260 410 230 41,7 210 413 180 409 14,0 RIP

40 409 230 410 190 406 180 385 160RIP
MEDIA 386 280 398 258 398 250 395 258 98 280 e 250 39,1 35 392 208
DESVEST 0,808 4,0825 08408 57373 1,2121 7,1847 15327 9,535 14933 86,8882 11533 95394 03538 6,384 0495 91924
GRUPO 5 (Fresco 1x107)

28 382 350 3W5 340 893 270 391 310 387 320 3/5 260 387 280 387 28,0

24 40 210 382 340 385 180 388 230 385 250 387 230 385 250 388 25,0

45 388 370 388 180 390 330 391 320 381 260 388 280 390 320 35 280

<] 392 240 392 20 402 21,0 403 240 306 200 388 210 388 210 /7 210
MEDIA 383 3 W2 2770 NI U3 NI 275 N0 268 387 245 338 205 309 288

DESVEST 12055 7,532 02440 82462 0,7141 66521 0,6862 4,6547 04435 4,9244 0,1291 3,1091 0,2082 4,6547 04193 3,3166

GRUPO 6 ( Testigo GRNiI 1x10")

1 415 240 413 180 410 140RP

9 407 20 393 170RP

33 403 230 405 200RP

39 405 230 413 230 407 180 403 170 397

14,0 RIP

MEDTA 08 230 408 198 408 160 403 170 397
DESVEST 0,526 0,8165 09452 26458 02121 26284

140




Grupo 1_(Congelado 1x10”
24 23

28 27 28 30 3} 34 30
INobel® [ TEMP WA TEMP VCA TEMP VCA TEMP VCA TEMP VCA  TEMP WA TEMP VCA TEMP  VCA  TEMP  VCA
14 384 280 389 0 31 240 300 250 386 280 386 230 388 270 388 24 B 26
2 380 280 WO 20 386 250 344 160 388 200 3886 210 %8 260 389 25 28
32 387 240 388 210 31 200 384 160 386 220 389 250 389 260 388 20 388 22
4 3389 300 303 260 W1 260 388 240 388 270 387 260 385 250 387 28 309 7
AEDIA B/ 270 382 48 N0 18 » 203 387 38 W7 238 88 280 MS 8 I8y 283
DESVEST 0265 2582 04002 4113 028 263 03 45244 04155 3304 0,141421 22174 0,732 08185 00818 263 00818 22174
6RUPO 2 ( Congelado Bx10")
31 B3 220 388 200 387 230 383 220 M3 210 387 230 389 230 338 24 387 25
7 335 250 W8 MU0 393 200 3B 200 IO 200 385 180 387 210 383 - 38,7 22
13 B4 R0 388 230 393 230 388 20 384 240 39,1 20 WS 210 382 23 386 24
10 380 280 WO 200 W2 250 3BV 250 Bo 250 389 _2_2,0 388 280 is 2 387 25
MEDZA 368 2493 89 218 31 28 B 23 389 225 3 28 0 228 385 235 w7 240
DESVEST 0,263 28723 0,1 206168 02872 2,0618 005 20618 03778 23805 0258190 4,113 03464 23620 02648 1201 005 14142
" GRUPO 3 ( GRNK 1X10%)
44 383 330 a82 200 WS 220 387 2850 385 240 385 2830 389 200 388 24 388 25
30 386 20 B8 N0 385 250 31 20 W7 210 386 240 388 250 3,1 2 381 22
1 384 240 383 230 388 RO 3BS 230 389 230 385 20 385 2P0 386 2 B8 23
27 M3 320 37 200 37,7 300 320 389 30 386 290 387 340 3WE 26 389 28
MEDIA 38T 278 385 268 337 248 388 258 S8 248 n6 M5 38T 210 BT 36 329 240
DESVEST 04500 55003 0,2044 3,7749 0,7983 3,7749 0,238 45002 0,1915 4,3483 0,057735 3,1091 0,1708 483 0250 1915 0,141 1826
GRUPO 4 (Congelado Bx10%)
2 B8 290 B0 200 3O 250 Iy 270 388 280 N5 210 388 230 3886 28 393 28
2 B8 320 385 330 393 260 388 340 3\ 320 39,0 00 389 380 385 27 389 28
£
40 maaamp g v——— ———
MEDIA %88 NS 388 310 382 265 3090 308 389 30,0 30,3 258 389 3085 386 280 391 210
DESVEST 0 2,1213 03536 28284 02121 0,7071 02121 49497 0,1414 285284 0393553 6,984 0,0707 10,607 00707 14142 026828 14142
GRUPO 3 (Fresco 1x107)
26 3868 270 38.7 270 388 230 387 270 388 240 387 250 384 260 387 26 388 28
24 383 240 a8 280 385 230 387 200 390 210 39 250 382 230 388 20 389 21
45 8 260 404 240 B5 280 387 230 383 2680 388 270 387 270 387 25 384 25
23 | 3% 24, 8 280 388 240 388 24,,9 39,1 240 180 7 0 387 24 4 24
MEDIA 38 283 391 288 3589 240 3IW7 240 388 2328 88,7 238 3885 240 387 s 3¢ 240
DESVEST  0,7274 1,5 0850 1803 04509 14142 005 29435 0,3550 2,0616 0,204362 30476 0,244 31623 005 2,63 0,2363 2,1602
GRUPO 6 ( Testigo GRNI 1x10")
| 1
9
33
39
MEDIA
BESVEST




APENDICE 2

TITULOS DE ANTICUERPOS PROMEDIO POR CADA GRUPO
OBTENIDOS POR LA PRUEBA SEROLOGICA DE IF!

DIAS |GRUPO1 |GRUPO2 |GRUPO3 [GRUPO4 |[GRUPOS |GRUPO G
0 0 0 0 0 0 5
13 o) 160 120 200 160 200
22 0 400 400 480 240 350
57 ) 640 300 800 480 560
72 0 430 180 440 440 400
94 0 560 390 400 440 160

0 (0) 0 520 560 520 300 880
6 0 520 560 520 BOO 880
12 40 360 720 640 560 720
19| 29866 1920 1280 1760 640 853
25| 59733 B840 7040 4560 3840 59733
36| 85233 6400 10240 10240 8400 68236
30| &5333 5120 5760 G400 4480| 85333




