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RESUMEN

VAZGUEZ VAZRUEZ, PATRICIA ERENDIRA. Alteraciones hemnAticas
causadas por cuatro cepas de Babesia bigemina transmitidas
por garrapatas Boophilus microplus en baovinos ( bajo la
diraccién de los M.V.Z. Rubén Harndndez Orti:z y Jesus Antonioc
Alvarez Martinez ).

En el presente estudic se emplearcn cuatro cepas de Babesia
bigemina, las cuales fueron sometidas a diferentes
modificaciones para posteriormente observar las alteraciones
hemiticas que producian en bovinos al ser inoculadas por
medio de garrapatas Bogphilus microplus. Se emplearon diez
bovinos Holeatein (que no habian tenido contacto previo con
Babesia spp i con  Qarrapatas), los cuales fueron
distribulidos en cinco grupos formadas por dos animales cada
uno y se infestaron con 20,000 larvas de garrapatas, progenie
de garrapatas previamente infectadas con cada una de las
siguientes cepas: grupo | testigo infestado con larvas de
garrapatas libres de Babesia sppj grupo 2 infestados con
larvas de garrapata infec s con una cepa de Babesia
bigemina aislada y mantenida en cultivo in vitro (cepa A);
grupa 3 infestados con larvas de garrapatas infectadas con
una cepa de Babesia bigemina aislada de un caso tipico de
campo vy mantenidas exclusivament® por medio de pases en
animales susceptibles (cepa B)j grupo 4 infestados con larvas
de garrapatas infectadas con una cepa irradiada con *“Co a
una dosis de 7 krads y recuperada en cultivo in vitro (cepa
C); grupo 5 infestados con larvas de garrapatas infectadas
con una cepa de Babesia bigemina clonada e irradiada derivada
de la cepa C y cultivada jin yvitro (cepa D).El dia de
infeatacién se considerd como t#ia caro y dos veces por semana
2w verifice la temperatura rectal de los animales como
auxiliar en el diagndstico clinicop al mismo tiempo se
tomaron muestras de sangre para determinar proteinas
plasmaticas, hemoglaobina, hematécrito, gl ébulas rojos,
glébulos blancos, plaquatas vy frotis sanguinecs para
‘determinar el porcentaje de eritrocitos parasitados y 1la
cuenta diferencial leucocitaria. Despudés se calcularon los
indices de Wintrobe. En los grupos 1, 2, 4 v S no se
diagnosticéd la presencia de babesiosis por signos clinicos ni
por medio de frotis sanguineo, solamente el grupo 3 presents
signos clinicos y parasitemia patente entre los dias 18 a 2B.
Se presentaron diferencias estadiaticas significativas (P<

0.05) ean proteinas totales, trombocitos, linfocitom vy
neutréefiloms segmentacios. En las otras variables no se
presentaron diferencias estadisticas significativas (P>

0.0%). Las cepas empieadas en =] presente estudio poseen la
capacidad de ser infectivas para las garraspatas y son capaces
de infectar a los bovinos sin provocar alteraciones
heméticas.



IT. INTRODUCCTION.

Los problemas infecciosos que afectan a la ganaderia
nacional, ocasionan grandes pérdidas principalmente en las
=onas tropicales de México, estas pérdidas se reflejan en la
disminucidén parcial o total de la eficiencia productiva o con
la muerte del ganado (24).

La babesiasis o piroplasmosis e una enfermedad
paraasitaria, infecciosa, de curss agude o crdnicu. caunada
ﬁnr hemoprotozoarios del género Babegia, afecta a diferentes
vertebrados domésticos y silvestres; es transmitida por
garrapatas, se caracteriza por fiebre, anemia hemolitica,
hemoglobinuria v ocasionalmente la muerte (37,40,45). Exta
enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en todo el
mundo, alcanzando su mayor praevalencia en zonas tropicales y
subtropiceles (1) de Africa, Medio Oriente, Amia (1,43) y
Australia {44), localizadas entre 1los 30= latitud N y 40°
latitud 8 del ecuador (38,48). Debido a las condiciones
ecolégicas propicias para el desarrollo del vector, la gran
mayoria de los paises Latinoamericanos ason afectados por
encontrarase dentro de estas irsas (43).

Desde la primera descripcidn de B. bovis por Babes en
1888, diferentes especies de Bahesia han sido descritas en
» diversos animales domémticos y silvestres (43,48). De 71
especies citadas por Levine en 1971, 18 especies afectan a
ovinos, cabras, bovinos, equinos, ceninos y felinos (48).

Los pardsitos del género Eabesia son tranamitidos

naturalmente al. hospededor vertebrado poar garrapatas duras
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(Inadidam), aunque existe un reporte de transmisién de

Babesia por garrapatas bhlandas (Argasidae) {23). Esta

enfermedad también puede ser transmitida en forma mecanica
durante vacunacionme masivas con una misma aguja o mediante
"instrumental médico quirurgico (29,45)., El ganado puede ser
infectade artificialmente por la inoculaciédn de sangre que
canternga formas intraeritrociticas de Babesia o con formam
babesialea extraidas de garrapatas infectadas (15).

De las diferentes enfermedades, la babesiosia bovina es
desde el puntc de vista econémico la mas importante por su
impactu.-nbra el desarrollo de la industria ganadera (48).
Entre ellas las causadas por Babesia gggli y B, bigemina
tienen altas praevilencias gque se asocian a la amplia

distribucien de los vectares: Boophilus microplus, B,

decolgratus ¥ B. annulatus (43).

En lom Emtados Unidos de Norte América se eliminé la
babesionis bovina con la erradicacién del vector que es la
garrapata Boophilus annulatus (1). Las garrapatas de mayor
'imﬁortancln econdmica y que transmiten la babesiosis bovina
an deica y an  algunos paices de Centro y Sudamérica son
Boophilus microplus y B. annulatus (40,43). '

La garrapata B, glgggglgg, en adicion a su papel como
principal vector de la babssiosis puede causar anemia,
pérdida de peso y algunas veces 1a muerte del gnnadé (8,12).

En México laa pérdidas estimadas en carne en el afc de
1975 fueron 6 de 291 mil 883 tons, pero en 1780 eata :antid‘d

w2 redujo a 31 mil S&62 tons, en total lasxs pérdidas
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ocasionadas por las garrapatas de 1975 a 1979 fueron de 1t
‘'mil millones de pesos; es decir, el 23.4% del valor de la
ganaderia (10).

i-— Ciclo Bioldgico.

La infeccién de la garrapata con Babewsia @spp ocurre
cuando ingiere wsangre infectada del huésped, gsnurlimenta
durante las ultimas 24 hrs, al tiempo final de replecidn de
la  garrapata adulta (46). PFPosteriormente hay una répida

destruccidén de eritrocitos y la liberacién de la Fase

'Ianguinea eon el lumen intestinal del artrépade (47

ocasionalmente se observan eritrocitas infectados 72 brs
después de la replecién pero ninguna Babesia queda
reconocible. (47).

El hecho de que sélo uns pequela cantidad de formas
sanguineas sobrevivan a la digestién intestinal Para
continuar el ciclo dentro de la garrapata, ha dado crigen a

la hipétesis de que existe una fase sexual de Babesia (47))

,d' 24 a 36 hrs después de la replecion aparecen en el

intestino formas alargadas, estas son  seguidas de formas
aniliadas que contienen cromatina alredeador del margen,

dmte s  uno de- los eatadios intracelulares tempranos de

Babasia que podrian corresponder al desarrollo de un ocoquiste

473 .

Las farmas  anillades se transforman en cuerpos

fimionados" o esaquizontes, contienen varios nacleos,. un

citoplasma fragmentado y puede teper hasta 200 cuerpos
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individuales; de 1 a 3 dias despufds el esquizonte se rompe y
libera las "vermiculas" al lumen intestinal (48).

"En el intestino las vermiculas empiezan a emigrar por
la hemolinfa v pueden penetrar los 6vulos del ovario antes
de gue ¢éstos elaboren una cublierta de quitina, e invaden las
célulasg intestinales del embrion (1,39,435,48). Se forma otro
esquizonte, ;imilnr pera no igual al desarrcllado en la
garrapata adulta (48). Las vermiculas son otra vez liberadas
y contintan su desarrollo en las células de la gQlandula
salivaly el esquizaonte formado se caracteriza por tener la
‘cromatina distribuida en el centro con la formacién de miles
de cusrpos anillados que posteriormente se transforman en
peras o piraplasmas (48). Estos son lam piroplasman
inFectivos que son inoculados por la larva {(en caso de B,
bovis) o por la ninfa o @} adulto (B. bigemina) al hospedador
bovino durante la alimentacion de la garrapata (4,9,38,48).

Un segundo cicle se ha descrito para B. bigemina en el
cual las vermiculas gque ganan acceso a las células del tabule
de Malpighio o la hemolinfa repiten ) ciclo intestinal de
e-quﬁoqani- (48) .

» £l tiempao en que cada estadio aparecs en ®l ciclo
depende de la especie de Babesia, de la garrapata, de la
temperatura v del nivel de infeccidn tanto en el bovino como
en 1o garrapata (32,48).

Se considera que ] esporozoito entra directamente al

' torrente ci;-:ul..tnrio del hospedador e infcf.:ta al g@lébulo

rojo convirtiéndose en trofozoito, el cual por gemacidén o
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diviaion binaria forma dos o mas merazoitos segun la especie

de Babesiaj posteriormente «alen & infectan a ptros
eritrocitos y asi sucesivamente (37).

Se ha  comprobadoc gque cepas de B. bovis modificadas por
pase ripideo serisdo en bovinos, pierden su habilidad para
causar efectos patolégicoe en las células intestinales de
garrapatas (17).

El mantenimiento de cepas de Babesia por la transmisian
natural de garrapatas en hecerraos intactos, no tiene un
sfecto aparente en el desarrollo o morfologia del parédsito
(=6, '

2.- Alteraciones Hematicas.
Los problemas de coagulacién en una infeccidn aguda

por B. bhigemina, ocurren solamente por una gran cantidad de

pardsitos que provocan una hemdliais intravascular a gran
escala (52).

En los animales infectados con Babewia, la anoxia
'qcn-ral ar resultado de una anemia hemolitica lo cual
ocasiona da®o a los tejidos (40,48).

Se ha wsugerido que 1a anemia puede tener como origen
dt‘!r;ntn- causas tales comor:

a) Las antigenos de la babesia se adhieren a la membrana
de lqs sritrocitos provocando que éstos sean reconocidos como
cuerpos extraios y aean fagoci tados  por el sistema
reticuloendotelial (13).

b)) Las substancias de la habesia alteran las

caracteristicas de la membrana, lo que provoca la formacisn
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de anticuerpos que actban como opsoninpas, que fijan al
cemplenento incrementando la& fagocitaosis hasta provacar la

lisis de los eritrocitos (24).

c} La Ffagocitosis de las érltracitns ne infectados,
probablemente se debhe a que se lea adhieren antigenos ée la
babesia, también por un incremento de la actividad del
sistema reticul osndotelial, asi como por lom cambios de la
menbrana que dan por resultado alteraciones en la forma y una
mayor fragilidad osmotica de los gléhulos rojos na

infectados, Esto los predispons a una lisis espontinea,
particul armente en los cipilnrcl sanguineos (&1).

Muchas quacic: de Babesia, provocan lisis de los
gléhulom rojos como consecuencia de la multiplicacidn del
pardsito vy la subsecusnte ruptura de la membrana eritrocitica
por la salida del mismo (4B). Inicialmente enta lisia es

directamente proporcional a la parasitemia, en muchos casos

puede alcanzar hasta 40 % o mas (48).
La hemélismis causa lesionss andéxicas e inflamatorias en
varios trganos espacialmente en el rifén y en el higado (48).
. La mayoria de las investigedores han repartado pocos o
ningan cambia &n los niveles él proteinas plasméticas durante
la tn#teccion (48).

3.~ 8ighos clinicos.

En los bovinos el periodo de incubacion es de
apraximadamente de 8 a 14 diasg en la fase aguda los animales

preasentan fiebre que va acomnpa®ada de decaimiento general,

anorexia, atania del rumen, canstipacién, hemoglobinuria
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{37,40), paosteriormente el animal =e postra, obsearvandase
lacrimacidn, salivaci dn, a veces se presentan contracciones
muaculares, descenso de la temperatura corporal y muerte del
amimal (40). 8Se ha encontrado una carrelacidn positiva entre
el aumento de la temperatura caorporal, el aumento de
parasitemia v la aparicidn de formas atipicas de B. bigemina
{42). Si ) animal sobravive al periodo agrde, pasa a una
fase cronica en la que estd levemente parasitado y ea
resistente a una nueva infeccidén. Si el animal se rextablece
por completo &l mer tratado con farmacos que eliminen al
parssito del orqaniasma, éste queda susaceptible a la
reinfeccl tn poca despues (25,5%). En la infeccidn con B
bovis pueden aparecer manifestaciones nerviowas , dabido a
una embolia cerebral provacada por la aglutinacien de
aritrocitos infectadaos en los capilares cerebrales (40).

Los signos clinicos varian de intensidad dependiendo de
la virulencia de la cepa de Babasia, de la sdad del animal,
del eatado de tensidn al que es sometido v de la raza (53).
En lﬁs animales jovenas de lam zaones endémicas dependen de la
inmuntdad transferida por el calostro (2%,37). La edad del
ganado juega un  papel importante a través del curso de la
infeccién (27} se ha comprobado que la inmunidad pasiva
adquirida por medio de anticuerpos calostrales (28,37) evita

1a presentacién clinica mas no le infeccion por Babesia (2)3

238 =

loa animalea Jjé4venes exhiben pocos signos  de babesionis

:Xinjca en comparacidn a los animales mds grandes (27).
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Se ha demostradeo recientemente  gue las 1n4ec:iunes

E:tivas por H, b interfieren con la resistencia del

is
ganado a las garrapatas B. microplus, presumiblemente por
medio de la inmunosupresién (53).
4.—~ Métodos de inmunizacién contra la Babesiosis bovina.

El grupo de las enfermedades por hemopardsitos, han
provocado que diversos cientificos y eclinicos definan
mefuerzos para trazar medidas preventivas efactivas (48).

En general la vacunacidén contra la babesiosis se lleva a
cabo en dreas dnna- estas enfermedades son endémicas o bien
cuando #1 ganado es trasladado de 4dreas libres a 4Areas
endémicas (30).

La premunicién es unc de los métodos mas antiguos de
inmunizacién pero no es w1 mejor, consiste en la inoculacidn
de sangre completa infectada con Babesia de una va:;
donadora mantenida bajo condiciones controladas (30). FPosee
la desventaja de causar signos clinicos similares a los de la
infecelén natural e incluso pueden causar la muerte de los
animales inoculados. El1 control por qQuimioterapia vy los
cuidados individuales que d&ben s€r proporcionados  son muy
comtosos  (30).

‘Los  animales que socbreviven a une  infececion por
Babesia se les dificulta recobrar los niveles de produccidén
perdidos durante la enfermedad, pueden sufrir de una recaida
y ademéds pueden contraer otras enfermedades por la

inaculaci é6n de msangre completa (3I0).
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El aislamientc de una cepa pura de Babaesia bigemina por

la infestacisén con Bopgphilus microplus adultoa, ae encontroé
mAsrpréctico y menos laborioso que el pase rapido de sangre
infectada combinada con tratamientos especificos (22).

Actualmente s utiliza una vacuna en Australia, la cual
consiste en la inoculacién de sangre caompleta con pardsitos
atenuados por medico de pases ®n becerros esplenectomizados.
8in embargo, aesta vacuna es de dificil manejo, la praoteccién
ew variable y puede incluso revertir en su virulencia) en
hembras que han sido inoculadas repetidas veces han llegado a
provocar isoeritrolisis neonatal en los becerros (7,43). La
preparacion y almacenamiento de las vacunas requiere de
cuidados especiales y los animales vacunados deben de ser
observados particularmente en la segunda semana, en algunos
lugares se recomienda revacunar a los animales un mes después
con una ceps difersnte a la inoculada la primera vez (43).

Se ha utilizado una vacuna muerta para la inmunizacién
contra B._ §1g!glgg utilizindo un antigeno eritrocitico (Ag-E)
®l cual proporcionéd una proteccién significativa cuando
fueron desafiados hasta los S2 dias, también se ha usado un
nnéig-no somatica (Ag-8) el cual diéd mejor proteccidén a los
hecerros que Ffuesron desafiados 264 dias después de 1a
vacunacioén (3).

Se ha desarrollado una vacuna altamente infectiva de B.

‘nggminn de reducida virulencia, en la que se obtuvo una
-ubgtnnci.l- inmunid-d a la confrontacidén con una c-ba

virulenta homéloga de B. bigemina (14).
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Se han probado otro tipo de "vacunas" como la elaborada
a partir de parasitos atenuados mediante la irradiacién con
rayos X o con “%Co (11); la exposicién de paradsitos de B,
bovis a la gamma irradiacién ha mostrado producir un estado
avirulento, el cual es estable por unos 12 meses, los
animales vacunados con émtos orghﬁismag son protegidos contra
desafios homélogos (62)3 otra vacuna viva obtenida con
pardnitos atenuados quimicamente con diaceturato de 4,47
diazoaminobenzamidina, el periodo de inactivacién parcial del
pardsito es corto y la proteccion ha sido variable (41))
vacunas hechas & partir de estadios del pardmito en la
garrapata mezclados con un adyuvante, la proteccién ha sido
bvari-ble y presenta la dificultua de obtener el antigeno en
cantidad suficiente (54); vacuna elaborada con eritrocitos
infactados, liofilizados vy mezclados con un adyuvante, el
praoblema gue presenta es obtener suficientes pardsitos ademan
de que existen di ferentes cepas (37)3 vacunas preparadas a
partir de fracciones de beta glcocbulinaw, loa animales
inocul ados san tolerantes al demafic homdlogo 21) 'y
finalmente vacuna preparada a partir de antigenos del plasma
en la fase aguda de la enfermedad, os dif!cif estandarizar la
concentracidn de los antigenok, ademds de estar contaminados
cun’ﬁrnteinn- plasmaticas (31). : .

En M#xico Erp, E. y Gravely, 8. en 1977 lograron por

primera vez la multiplicacidn de Babesia bovis in vitra (35).

La clonacién. de pardsitos derivados del cultivo in

vitro ha llevado al aislamiento de poblaciones hamogéneas de
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organiamos avirulentos vy al ;ubs.cuente desarrollo de una
vacuna viva de B, bovis (5,49).
Las vacunas elaboradas a partir de babesias cultivadas

in yvitro mezcladas con un adyuvante prabablemente lleguen a

sar un excelente inmundgeno (20,33,37).

En México, se ha comprobado la capacidad premunizante de
cepas de B. bovis que se han clonado e irradiado,
comportandoss coms cepas atenuadas al no provocar camhios
notables en las constantes sanguineas y no reguerir  de
tratamiento especifico (19). Para el caso de B, bigamina no
existen estudios similares.

En 1la actualidad no se ha encontrado una forma
satisfactoria para prevenir la Babesiosis bnv*n-. actualmente
se han realizado estudios scbre diferentes cepas de Babesia,

. Al
en las que al ser sometidas a diferentes tratamientos e

inocularse a bavinos susceptibles, aparentemente won
avirulentas} el pr--int- trabajo tisne como ohjeto el
determinar si  las 4 cepas de B. bigemina empleadas, son
capaces de tranamitirse por medio de garrapatas y =i es asi
obasrvar las alteraciones hsmadticas que dichas cepas provocan
al infectar al bovino. La importancia de esto radica en la
contribucién al qstudié de cepas que pudieran servir como
vacunas vivas, gue posean una alta estabilidad y una buena

calidad inmunogénica.
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HIPOTESIS.
Las variaciones hemiticas causadas por Babesia bigemina
transmitidas por. garrapatas Boophilus microplus, dependen de

la infectividad de la cepa utilizada.

OBJETIVO.
Observar las alteraciones hematicas producidas por
cuatro cepas de Babesia higemina en bovinos susceptibles,

tranemitidas por garrapatas Boophilus microplus.
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111I. MATERTI AL Y METODOS.
LOCALIZACION,

El presente trabajo se realizé en el laboratorio de la
Divisién de Hamoprotozoarios partaneciente al Centro
Nacional de Investiqgaciones Disciplinarias en Macrobiologia
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales vy
Agropecuasrias de 1a SARH, localizado dentro de las
instalaciones del Centro Nacional de FParasitologia Animal, Km
11.% Carretera Fedeoral Cuernavaca Cuautla, Jiutepec, Morelos.
ANIMALES EXPERIMENTALES.

Se utilizaron 10 bovinos intactos de raza Holstein
Friesian, machas, con una edad promedio de 1.5 affios y un pesc
aproximado de 300 Kg. Se les practicé la prusba de
Inmunoflucrescencia Indirecta (IF1} saegdn procedimiento
descrito por Monroy, A. V. (35), para verificar la -u'._n:ia
de anticuerpos contra Babesia spp. Los animales no tuvieron
contacto previa con garrapatas y fueron mantenidos en
corrales individuales con collares para limitar aus
movimientos vy evitar la pérdida de garrapatas por el efecto
de lamidoy el manejo idincluyé la administracién de agua vy
.llm-ntq ad libitum.

MATERIAL BIOLOGICO.

a) Garrapatas: Se utilizaron larvas de kqarrapata- de - la

especie Boophil us microplus, las cuales fusran la prng'-ni. de
garrapatas adul tas previamente expuestas a bovinos inoculados
o no con l;l diferentes t:.p.’l de Babenia bigemina, de las

hembras desprandidas naturalmente se seleccionaron las que
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resultaron positivas a la prueba de hemolinfa, aegun técnica
deacrita par Smith (852}, aguellas que resultaran negativas se

seleccionaron de acuerdo a los diaa de parasitemia detectable

on el bovina.

b) Cepas de Babesia bigamina.

Cepa "AY s B, bigemina aislada vy mantenida en cultivo in
vitro desde 1585.

Capa “B" 11 B, bigsmina aislada de un caso tipico de campo vy

mantenida enclusi vanmente par medico de pases en animales

susceptibles.

Cepa “C*" ¢t B. bigenina derivada de cultivo in vitro,

irradiada con 4°Co.a una dosis de 7 Krad y recupensda en

cultiva in vitro.

Cepa "D" 3 B. bigugmina clona irradiada derivada de la cepa

“C" y cultivada §n vitro.

PROCEDIMIENTO.

ios 10 animales se distribuyeron en 5 lotes de 2
animales cada uno, Ffueron infestados individualmente con
20,000 larvas segin el grupo carrasspondiente
Grupo 1 1 Larvas de B. microplus mantenidas libres de Babhesia

app en el iabnrator&c tleade de 1979,

. Grupa 2 3 Larvas de B. nicroplus infectadas con la cepa "A“.

Grupa 3 3 LSrv.s de B. microplus infectadas con la cepa "B".

£

Grupa 4 1 Larvas de B.

3

icroplus infectadas con la cepa "CV,

-

Grupn S 1 Larvas des B. asicroplus infectadas con la cepa “DY.

El dia. de infestacién se considerd como el dia cero,

conocienda gue €)1 ciclo de vida pardsita de las garrapatas es
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de 21 dias, s=se esperd que las mismas inocularan al
protozoario en el estadio ninfal o adulto .

Dos veces por sanana se realizé el muestrec de los
animales que conmintis en la extraccion de 10 ml de sangre en
tubos Vacutainer® con EDTA sn condiciones asépticas. Al mismo
tiempo, se registraron los valores de temperatura rectal de
cada uno de lox animales como auxiliar sn el diagnéstico
clinico durante 3% diaws, al momento de notar cambios en el
compeortamiento clinico que sugirieran la presencia del
protozoario, se realizé el registro diario de la tempasratura
rectal.

En @l laboratoric se procesaron las muestras obtenidas
realizando las siguientes evaluacianss 1

Detwrminacidn de Proteinas Totales plasméticas ( PT g/

. 100 ml ) eampleando e} refractémetra de Goldberg.

Hemoglobina ¢ Hb 9/ 100 ml ) «mnpl eando wl
hemaglobindmetro de Spnﬁc.r.

Hematécrito (Ht %) con ln'ttcnica de Microhematocrito.

Cuenta de Gldébulos Rojos (BR 104/ ul1), Cuenta de
Gl 6bulos Blancos (GB 10®/ pl) y Cuenta de Trombocitom (109/
pi) empleando el hematocitémetro de Neubauer.

Determinacién de los Indices de Wintrobe:

= Volumen Corpuscular Medio (VCM p>),

~ Concentracidn Media de Hemoglaobina Globular

(CMHE %) .

¥ Becton-Dickinson de México §. A. de C. V.
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- Hemoglobina Corpuscular Media (HCM pg).

Se elabararon Frotias tefidos con el colorante de Giemsa
para determinar

= Cuenta Diferencial de Leucocitos (%)r Linfocitos,
Monocitos, Nautréfilos segmentados y en banda , Eosindfilos y
Basofilos,

Todas estas técnicas citadas por Bentinck-Smith (4).

= Porcentaje de Eritrocitos Parasitados (PEF %).

Catorce dias despuds de finalizar el experimento ase
colectd sangre de cada uno de los animales y se sometid a

condiciones de cultivo in vitro, segin Vega, M. C. (58).

Los resultados se analizaron mediante la prueba de
Andlisis de Varianza (ANDEVA) empleando el diseXo de bloques
aleatorizados, considerando como variables respuesnta: P}, Hb,
Ht, BR, 6B, Trombocitos, VCM, CMHGB, HCM, Diferencial de
Leucacitos y PEF.

Cada uno de los bloques correspondio a tiempo
transcurrido después de la infestacidm

Bloque 1: dias 0-14 periodo prapatente.

Bloque 2@ dias |5-28 periodo patente,

Rloque 31 dias 29-3% periodo postpatente.

Ami miamo se@ realizd una prusba de Tukey para la
comparacion miltiple de medias (18, 34).

Todos los datos fueron trany#nrmadu- con la finalidad de
satisfacer las suposicionas dei ANDEVA con . ' mayor

apruxlmaciép.
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IV.REBULTADOS.

Tesperatura rectal  ( C ).~ De los 5 diferentea tratamientos,
la temperatura media observada hasta el dia 1S, no rebAQd loe
39.1 C. A los 18 dias pu:t-inkfeltlcion los animales de los
grupos 3 y 5 preasentaron fiebre de 39.85 y 39.5 (C,
recuperandose @1 dia 21 y permaneciendo con temperatura de
37.5 a 3I8.5 C el resto del sxperimento; an los ntr0§ Qrupos
no se detectaron cambios impartlnt;l.(ertfica 1, cuadro 1).
Respecto al grupo 3, se observaron temperaturas superiores a
lax 40 C en uno de los dos animales del grupo durante los
dias (8 a 20 (Grafica 2),. '

Proteinas Totales del plasma (g/ 100 ml).- Durante los
-primeros 18 dias del trabajo i1os valores de Proteinas Totales
del plasma mostraran valores similares entre los diferentes
tratamientos, a1l dia 21 ®l grupa ! presents el valor mas
alto (9.15), ecoaincidiende con el valor mis bajo (7.4) del
grupe 3, a partir del dia 25 los S diferentes tratamientos
retoman valores similares entre si, el valor minimo fue para
‘@l grupo 3 con 7.75 y el valor méximo correspondié para los
grupos 1 vy S (8.05 y 8.2 respeactivamente)) estadi{sticamente
el grupo 3 mostré una diferencia significativa (P < 39.0%5) en
comparaciéen con  loms otros ya que mostré el valor més bajo
(7.963) en comparacidn con la cepa de cuitivo. irradiada y
clona (8.018, 8.19% y 6.195 respectivamente) y éntan a su vez
prasentan valores bajos en comparacidn al grupo testigo

(B.4&3) (Brafica 3, Cuadro 2).
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Hamoglobina (g7 100 mi).= Durante los primeros 7 dias se
observd un aumento moderado en la cantidad de hemoglobina en
los diferentes tratamientos, excepto en el tratamiento 4 en
el que posteriormente se ochservéd una disminuciseny los 5
gQrupos alcanzaron niveles de entre 9.75 y 10.25, en el dia 32
hay una nueva caida y es el grupo 3 gquien prlsenti ol valor
més bajo con 9.25 (Grafica 4). No se presentaron diferencias
estadisticas significativas ¢ P > 0.0% )(Cuadro 2).
Hematécrito (%).- De las primeros datos obtenidos hasta el
dia 21 el hematdécrito de losg diferentes grupos se mantuvo en
un rango dea 27.5 a 38.5, posteriormente el dia 25 el
hematocrito promedic del grupo 3 disminuyd a 25.5 . Al dia 268
los % tratamientos mostrarcn un incremento, correspondiendo
@l valor midw alto para el grupo 2 con 34.5 y ®#1 mas bajo para
el grupo 3 con  un valor de 27. Al dia 35 los S5 grupos
mostraron précticamente iul miamos valoras los cuales ae
localizaran en  un range de 30 a 33 (Grafica %Y. Los S5 grupas
permanecieron dentro de ios valores normales y rno pressntaron
diferenciag estadisticas significativas ( P > 0.05 ) (Cuadro
1.
8labulos Rojos (10¢/ pli.—- Los valores obtenidos en 1los 5
diferentes tratamientos hasta el dia 18 fueron muy similares
eantre si, a partir de este dia el grupo 3 presenté un
descenso hasta  obtener un valor minimo de %.27 al dia 25, al
finalizar #1 estudico este mismo grupo presentd el valor més
bajo de 5.52 y loa cuatro grupos restanteas se mantuvieron en

un rango de 7.94 a 9.85 (Brafica &), Los 5 grupos no
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presentaron diferencias estadisaticas significativas (P >
Q. Q5) (Cuadro 2).

. @lébulos Blancos (pl).-— Los S grupos se comportaron de una
manera similar a lo large del experimento, los valares
registrados hasta el dia 7 tuvieron una media gQeneral de
10,930, an el dia 11 el grupo 2 presenté un valor maximo de
‘17,025 y @l valor minimo fué para el grupo 5 con 10,575,
después se pressnta una disminucién general gue se mantiene
hasta @l dia 18, posteriormente el grupo 4 presenta el valor
més bajo con 4,300 en el dia 213 hacia el dia 25 se
preasantaron valores elevados y el Qrupa 1 registré el valor
més alto (135,4%50) (Grafica 7). No se pressntaron difsrencias
estadisticas significativas ( P > 0.05 ) entre los diferentes
.grupes (Cuadro 2).

Trombocitos (10®/ ).~ Los conteos de trombocitos a lo
largo del estudic fusron constantes, excepto &1 grupo 1 que
prasentt el valor mas alta en e] dia 25 con 22.52 y al final
del estudio 1los registras fueron similares quedando en un
rango de 2.3 a 9.8. (Grafica 8). Estadisticamente el grupo 3
presantd los valores més bajos ( P < 0.05 ), en :umpirlcibn
con lom Qrupos 1, 2, 4 vy S5 (4,141 ve 11.2164, 10.388, 11.153,
4.492) (ﬁu-:ﬁro 2).

Porcentaje de Eritrocitos Parasitados (%).- Las parasitemias
en frotis sanguineo. dnicamcnte €fueron  detectadas en los

“animales del Qrupo 3 entre los dias 18-28 post—infestacion,

(Cuadro 1).
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El animal 86-134 presentd una parasitemia leve del di;
19 a1 dia 22 menor a 0.04%, el dia 23 aumentd a 0.08% y el
dia 24 registré un valor maximo de 0.31% representando un
incremento del 74.19% en 24 hr, al siguiente dia mowtrd un
descenso dal 96.77%, el dia 26 se incrementsd nuevamente a
0.19% vy @]l dia 28 disminuyd a 0.01% (Grafica 9).

€l animal B864-199 registré parasitemia el dia 18 con un
valor de 0.05% incrementandose al dia 19 a 0.19%,
ﬁnsteriérmcntu presentd parasitemias por debajo del 0.04%, en
log dias 24 a 28 la parasitemia fué tan leve que no pudo sar
evaluada hasta los dias 20 a 32 en que se detectaron las
Gltimas parasitemias (Grafica 9).

INDICES DE WINTROBE.— Los valores obtenidos en los 5 grupas
fueron similares para los indices determinados (VCM, HCM y
CMHG). Durante los muestreos de rutina no hubo variacién
(Cuadro 3).

CUENTA DIFERENCIAL LEUCOCITARIA.~ Los linfocitos en lom
grupos 1 'y 4 presentaran los valores més bajos (56.3 y 50.5),
los grupas 2.y 3 presentaron los valores més altos (72.7 y
71.7), sin embargo todos permanecieron dentro del rangqo
normal. - No s® presentaron diferencias estadinticasn
significativas ¢ P > 0.05 ) (Cuadro 4).

Los Neutrédfilos Segmentados en los grupos 2, 3 y 5
presentaron los valores mas bajos (21,1, 22 y 2%5.6
reapectivamente) v el grupoa 1 presentd el valor més . alto
(35.4)) Eihv embargo, todas permanscieron dentro del rango

normal. Los valores obtenidos presentaron di ferencias
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estadisticas significativas (P < 0.05 ). Los Monocitos,
Neutréfilos en Banda, Eosindfilos y Baso6filos no presentaron
diferencias estagisticas significativas ( P > 0.05 ) (Cuadro
&)

RECUPERACION DE CEPAS: La sangre abtenida 49 dias post-
infestacibén fué sometida a condiciones de cultivo jn vigro
(58), las cuatro cepas empleadas se lograron aislar baioc

estas condiciones (Cuadro %).
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V. DI1IBSCUSTION,

Las cuatro cepas inoculadas por medio de garrapatas a
los bovinos no prn;n:caron aumento considerable de
temperatura v =6lo en el grupo 3 los signos clinicos fueron
obsearvados a las 24 hr de detectar parasitos en frotis
sanguinea, de este grupo solo un animal presentsd temperatura
superior a los 40 C lo que al determinar el  promedio por
grupe los valores agbtenidos se atenuaraon.

La causa por la que la cepa de campo no provocd
alteraciones clinicas considerables, podria cdebarse a que
cuando una cepa s mantenida baje condiciones diferentes a
lag naturales, “Itl puede sufrir nlturuéiahe- en «u
infectividad, va que la cepa de campo ampleada en @1 presante
trabajo fué  originalmente congel ada v posteriormente
mantenida a través de pases con jeringa ‘en bovinos
susceptibles, hasta infectar a las garrapatas cuya progenie
se utilizd on el presente estudio. Smith en 1978 menciona que

‘|n descaonoce el nivel de inéa::ion de las Qarrapatas madre,
®l nivel de infeccién de las larvas progenie vy la cantidad de
esparozaoitos inoculados par cn&a ninfa (52).

La causa por la que al animal 84-134 presanta signos
clinicos mas noturiol que el animal B846-199 se explica por la
posible susceptibilidad individual presente ante cualquier
infeccisn,

Salas at. al, &n 1987 al aplicar una clonha irradiada de

Babesia  bovis por las vias endovenosa, intramuicu!nr y

subcutanea, con una dosis canocida de eritrocitas
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parasitados, encontraron que dependiendo de l1la via de
inoculacidn serdan las manti.sta;:innes clinicas (50). En el
presente estudico no se conoce la cantidad incculada y al
emplear la wvia de inoculacidn por garrapata ®] estadio
inoculado s el esporozoito. Pocos estudios emplean la via de
ingculacidn natural por medio de garrapata.

En el pressnte trabajo =e obtuvieron valores de
proteinas plasmaticas que no sobrepasaron los 9.5 g/ 100 ml.
Smith en 1978 menciona que las variaciocnes cbtenidas me deben
probablemente a la presencia de los protozoarios y
Qarrapatas, asi como al efecto inmunosupresor que ejercen «n
forma conjunta las garrapatas y los protozeoarios scbhre el
hospedador bovino (52). En los otros grupos el efecto fué tan
leve que ni siquiera se lograron detectar por medioc de frotis
sanguinen. Los valores normales para proteinas plasmiticas
mencionados por Shalm, Jain y Carroll son de 4~8 ¢/ 100 ml
(S51), para que sma de consideracién @1 aumento de cual quier
valor sanguineo debe por lo menos rebasar la mitad del doble
del valor normal.

Ninguna de las cepas inoculadas por las garrapatas
pravocaran disminuciones considerables en los valores ds
Hemoglobina, debido tal vez a 1a cantidad de babenias
inoculadas por las garrapatas, sin embargo las S grupos
presentaron una tendencia a disminuir en el dia 25 y el grupo
inoculado con la cepa de campo fué el que presanté los
valores mis bajaom, esta tendencia se debié probablemente a la

.coincidencia de la replacién y la caida de garrapatas,
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conjuntamente con la presencia de Babesia en frotis, ya que
fué el unico grupo en que se detectd parasitemia. Los valores
normales para hemoglobina reportados par Shalm, Jain vy
Carroll son de 8-15 g/ 100 ml (51). Wright en 1973 al
trahajar con Babeuia bovis irradiada en ganado
esplenectomizado obtuvo valores menores de S g/ dl en el dia
14 post—inoculacioén (59), Monroy en 1980 menciona un
decremento de 5.5 g/ dl en el dia 16 post-infestacison (36},
Salam et. al. en 1987 al trabajar con una cepa de Babemia
bovis clonada e irradiada obtuvo valores minimom de 9 g/ dl
en al dia 12 utilizando la via subcutdnea (50). En e}
presente trabajo las condiciones de inoculacidn y la especis
de Babesia utilizada Fueron diferentes, por lIo que Jlos
resultados difieren con los autores mencionados.

Las alteraciones del hematécrito no fuesron de
consideracién para los animales de los grupos &, 2, 4 'y 53
los animales del grupo I pressntaron asnemia normocitica
normocrémica solamente por dos dias (18 ¥y 19) win llegar a un
' estado critico  y recuperandose rapidamente. Los valores de
hematécrito permanecieron sismpre dentro da' los valores
normales (24-44%) mencionados por Shalm, Jain y Carroll (31).

En el ¢trabajo realizado por Salas ct. al. se obtuvieron
valores normales en las cuatro  vias de inocuiacidn que
-hp!earcn {50}, no asi en los trabajos realizados por Monroy
en 1980, quien obtuvo valores de 19% en el dia 10 (3&).

Los resultados obtenidos por otros autores no pueden

compararase con los del presente trabajo ya que se trata de
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diferentes especies de Babesia mantenidas bajo otras
condiciones, ademis de que no se utiliza la misma via de
inoculacian.

En cuanto a las valores de glébulos rojos el grupo 3
presents diminuciones de 4.5 X 10% células/ pl del dia 14 al
25, 1a disminucion quizd se debe a la destruccién provocada
por la multiplicacién del protozoario, lo cual ya ha sido
reconocida por diferentes autores. Los valores normales para
glébulos rojos repaortados por Shalm, Jain y Carrol en 1975
son de % a 10 X 10%/ p1  (51). €n el trabajo realizado por
Wright &n 1973 al trabajar con Babesia bigemina innculada por
via endovenosa obtuvo una disminucién de 2 X 104/ pl en el
dia 14 post—-inoculacién (59)3 Monroy en (1980 al wutilizar
larvas de garrapatas infectadas con B. bovis ®n bovinos
provocaron una disminucion de 2.8 X 0%/ pl en el dia 16

post—infeccién (36) y Salas, @st. al. an 1987 obtuvo una

'rdi-mxnucion de b.z millones/ mm® de eritracitos empleando la
via sndovenosa (50).

) Los promedios generales para los Indices de Wintrobe no
presentaron una diferencia entre grupos, lo cual pusde
deharse a que la infeccién fue tan leve y la presentacidn de
signos clinicos sdélo ne manifests en el grupo I on’ forma
moderada.

En los conteos de glébulos blancos no se encontraron
diferencias estadisticas significativas no obstante que en
los geru- .l Yy 2 sp presentaron valores indicativas de

leucocitosis en relacidén con los valoras normales citados por
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Shalm, Jain y Carroll que son de 4 3 12 X 103/ pl (51), estos
resul tados no concuerdan con los obtenidos por Salas et. al.

quien abtuve valores normales al inocular por via subcuténea

y endoveng=a (50)3 Wright notifica la presencia de
leucocitosis de 24,000/ mm® por Pabesia bigemina (59),

mientras que Monray (36) y Larios et. al. (26) reportaron
leucopenia de 5000 y 2900/ mm> respectivamente. Esto sugiere
que no se deben emplear los mismos parametrof para evaluar el
camportamiento de especies diferentes de Babesia.

Los valores de linfocitos y neutrdéfilos segmnentados en
m] presente estudico permanecieron dentro de los rangos
narmales durante el experimento, =in embargo se presentaron

- diferiencias estadisticas significativas entre los diferentes
grupas. Los valores normales reportados para estas variables
lon'dn 4% a 7% Y% para linfocitos y de 15 a 4%% para
neutrdofilos segmentados segun Shalm, Jain y Carroll (51).

Estos resultados difieren de los obtenidos por Rehman y
Royechoudhury en 1981, quienes al inocular B. bovis por m.dio
de garrapatas observaron leucocitosis, monocitosis y un grado
moderado de neautropenia (456).

Los resultadom obtenidos en e! preseante trabajo
mostraron una gran variacién en este aspecto, por lo que no
se puede afirmar que los datos obtenidas fueron provocados

" por el efecta exclusivo de las diferentos cepas de Babesia vy
a la presencia de garrapatas ya que existieron muchos
factores que pudieron afectar el valor de gldébulos blancos

como’ las condiciones de alimentacién, estres por manzjo en el
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muestreo, variaciones climaticas presentes durante la
realizacién del presente trabajo, asi como a la presencia de
otros microorganismos gue no mostraron manifestacidn clinicay
por 1o anterior no sa puede emplesr esta variable como
indicativo de la presencia de Babesia en el presente estudio.

En los grupos {, 2 vy 4 se presentd trombocitosis en los
dias 18 a 28 post-infestacidén, debido probablemente al efecto
de infestacioén por garrapatas @n coincidencia con la
replecidén de las mismas. Los valores normales reportados por
Shalm, Jain vy Carroll para las plaquptls son de 1 a4 8 X 10y
pl (51). Este resultadc no concuerda con los valores
ohtanidos por Monroy (36), Larios, at. al., (26) y Salams (50),
quisnes reportan trombocitopenia en sus respectivos trabajos.

Por otro lado unicamente se detectaron parasitemias en
el grupo 3, en wl que fué muy leve.

Come ya wse menciond con anteriaridad, al emplear
garrapatas para tranamitir a los protozoarios no se sabe con
exactitud 1a cantidad inoculada, tampoco se mabe si @] efecte
de pases seriados inoculados par garrapatas de cepas
modi ficadas provoca Gue éstas recuperen su virulencia hacia
los bovinos.

: La cepa inoculada al gQrupo 3 fue una cepa de campo
mantenida a través de pases con jeringa en animales
susceptibles, mi-ﬁtrn: que las cepas utilizadas en los demas

.grupc-. L1 ] sometieran a condicianes artificiales de

. mantenimiento adenas del efecto de clonacién e irradiacion.
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En el presente estudio pudo ocurrir una situacién
similar a la descrita por Stewart en 1984, quien menciona gue
el mantenimiento en el laboratorio por métodos artificiales
de B. bigemina puede afectar el desarrollo del parasito en su
vector la garrapata Boophilus microplus (5é&).

Por mu parte Dalgliesh, R. J. et. al. en 1977 observaron
que el ndmero y frecuencia de pases sanguineons realizados con

una cepa de B. bovis, puede determinar que au infectividad

para las garrapatas sea variable o se pierda completamente
(16},

Purnell en 1979 empleando B, divergens irradiada de 23 a
30 Krads, ‘observé que al inocular becerros estos quedaban
protegidos contra un desafico de campo que causd la
enfermedad a 10 animales control, & de los cuales presentaron
saveras reacciones (44).

Dalgliesh en 1981 sugiere Que las cepas modificadas
‘después de panas sanguineon répicos en becerros

. ewplenactomizadas, pierden su habilidad para causar efectos
patolégicos @ en las células intestinales de garrapatas
infectadas {17).

Pﬁr otra parte al saometer a la clonacién cepas de B,
hovis wme observd que los bovinos inoculados mostraron cambios
hematoldégicas menores en relacidén con los animales inoculadas
con - material no clonado (5). En el presonteb trabajo
aparentemente se comportaron de minbra ®similar tanto la cepa
procedente de cultivo como la cepa irradiada y la clona

irradiada, paro es probable aque se deba a la baja cantidad
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inoculada vy no por el tratamiento aplicado a cada una de las
cepas, asi mismo el comportamiento de B, bovis difiere al
mostrado por B. bigemina.

Las cepas de Babwsia modificadas empleadas en e}
prasente trabajo, no pudieron ser observadas por medic de
frotis  sanguineo en los animales vy tampoco pudieron
observarse en la hemolinfa de las garrapatas desprendidas de
ellos, sin embargo se demostrd que las cuatro cepas fueron
transmitidas por las garrapatas cuando la sangre de esstos

animales se sometié a condiciones de cultive in vitra,

lograndose la propagacién de los protozoarios bajo estas
condicionms.

Estos resultados no concusrdan con los  cobtenidos por
Wright st. al. en 1983 quienes mencionan que las cepas
irradiadas no son capaces de transmitirse por mnedio de
Qarrapatas ya dque ellos sobre irrndinrén una cepa de B,
gg¥L; (3B0° de gamma. irradiacién), 1o que gposiblemente
provocéd la muerte del protozoario (62), esto nﬁ lo pudieron
comprobar, puesto que n6 realizaron pruasbas de hemolinfa en
las garrapatas para corroborar la viabilidad de las cepas
utilizadas, tanto en las que estuvisron en contacto con
animales  inoculadom con parasitos irradiados como  los
inoculados con  parasitos sin irradiar y ndcm‘s de que ‘na
contaban con #1 recurso de cultivo in vitro para Bahesia.

Por los resultados ohtenidos en el presents trahajo se

concluye que las cepas poseen la capacidad de ser infectivas
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para las garrapatas y que son capaces de infectar a los
hovinos sin provocar alteraciones hematicas.

Con base en lo anterior se sugiere realizar aotros
estudiosn con estas cepas para comprobar su estabilidad
apatégena, su calidad inmunogénica, asi como realizar cortes
histolégicos en garrapatas para verificar el comportamiento
de estas cepas en los artrépodos a 1o largo de diversos pases

rn-buvinés susceptibles.
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CUADRO No | .~ INDICADORES CLINICOS.

PROMEDIO POR GRUPOS

1 11 1 284

v v

TEMPERATURASX 38.3 38.1 38.5
RECTAL (2g)

Ht (arcomeno) ¥0.3134« 0.3412~ 0.3219=
(%)ux 30.9 33.8 31.6

P EP ()&% Q Q 0.0502

38.1 36.4

Diferente literal en la misma linea

aignificativa ( P < 0.0% ), pruesba de Tukey.

% Valores transformados
%% Valores absolutos

indica diferancia
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CUADRD No. 2 .~ HEMATOLOBIA

PROMEDIO POR GRUPO

significativa ( P < 0.05 ),

% Valores tranaformados.

X% Valores absolutos.

prusba de Tukey.

b § I 111 1w v
GR (LOg,o)® O,.887%= 0.8929= 0.8617« 0.8725= 0.91684=
(10%, plixx 7.80 7.84 7.54 .53 -35
- BB (Logic)® 4.08« 3.991= 4,024~ 4,051~ 4.030~
(107 pi)es 12.42 10.38 10.96 11.72 11.22
Hb (raiz=)x 33,3631~ 3.4250~ 3.3790% 3, 292%e }.3 Qe
(97100 ml)ut 11.34 11.7% 11.3 10.88 1.20
PT (raiz?)g 22,9046 2.8303= 2.81962 2.8614° 2.8621%
(97100 ml)%d B.463 8.018 7.963 . 198 8.16%
‘TROMBOCITOS
(Lagio) X 6.1135%= S. 9559w 5.553%« 5, 99830 8. 6334
(1097 pirsg 11.216 10.388 4,141 11.153 4.492
Diferente literal en la miwma linea indica diferencies



EST? troe 30
A M7 peee
SAUK &, e

fn bt )

LT SR YU

CUADRO No. 3 .~ INDICES DE WINTROBE.

PROMEDPIO POR GRUPDS

P 11 111 1w v

VEM (pSra 40.25 43.09  43.2%  40.10 37.71
CHMHG (%24 36,67 35.19 . 36.55 S4.96 34,74
HECM (pgle 14.73 1%.12 15.77 14,65 13, 54

Volumen Corpuscular Medio (normals 40-40 p3),

Concentracién Media de Hemoglobina globular (normals 30~
34%) .

4 Hemoglobina Carpuscular Madia (normal: 11-71 pg)l.

*od
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‘CUADRO No. 4 .- CUENTA DIFERENCIAL LEUCOCITARIA.

HBaséfilos w0lo se encontré un baséfilo

A% e

@l trabajo.

0.04%5

. PROMEDIO POR GRUPOS
1 11X 111 v v

Linfocitos
(arcosenc)s O.56033= 0.8234< 0,8191= (. 46590 Q.&727°
(%) =% 6.3 72.7 71.7 60.3 60.6
Monocitos
(arcoseno)’ 0.0243= 0. 0259~ 0.03152 . 0.037446= 0.0382=
(%) sx 3.8 2.5 3.1 3.4 2.4
‘N 8
(arcosanc)$ O.3&48= 0.21344 0.2231« 0.3094" 0.2419~=
(%> &% 35.4 21.1 22 30.2 2%. 6
N B
(arcosenc)s O.02« 0.0144 0. 021~ 0.03= 0.384=
t%) u 2 1.6 2.1 2.9 3.8
Eominodfilas
(arcosenn)t¥ 0.037= 0.02e 0.0246= 0.03= 0.0127=~
Ly %8 3.6 2 2.4 3 1.3

a 1o largo de todo

Difsrente literal

: en la misma linwa
significativa ( P < 0.05 ), pruesba de Tukay.

% Valaores transformados.

%X Valores absolutos.

indica diferencia
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CUADRﬂ No. S .- COMPORTAMIENTO GENERAL DE LAS CEPAS,

FROTIS SIGNOS RECUFERACION

] CLINICOS EN CULTIVO

113 Rt
Grupc 1 Testigo =) =) )
Grupo 2 Cepa "A" (=2 <=) (+)
Brupo 3 Cepa “B" ¢4 (+rsm +) .
Grupo 4 Cepa "C" (=) =) (+)
_Grupo 5 Cepa "D" (=) (+)nl (+)

¢ Frotis sanguinec 10 diams post—infestacién.
%% Bignow clinicos 168 dias’ post—infestacidn.
%88 Cepas recuperadas en cultivo in ggtro.
sm. - Bignos moderados.

sl.- Signos leves.
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