< |
Q
=l =

RV

DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIGRES
CUAUTITLAN

"EVALUACION DE LA CAPACIDAD
INMUNOPROTECTORA DE UNA
CLONA IRRADIADA de Babesia bovis"

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA
P R E S ENT A

Jestis Ocampo Almazan

ASESORES:
Dr. Julio V. Figueroa Milldn
MVZ. Pablo Martinez Labat

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEX. 1994

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



.,,.u.-n.. < Am .

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAuTm.ANu, -
LA ADISNISTRACION ESCOLAR ..uwl:u’xz

bspmwu-ro DE EXAMENES PROFESLONALES

YNIVERADAL NAqu
AVENMA BL ASUNTO:
Menco

DR. JAIME KELLER TORRES
DIRECTOR DE LA FES-CUAUTITLAN
PRESENTE.

AT’N: Ing. Rafael Radriguez Ceballos
Jefe del Departasento de Exdmenes
Profecionales de la F.E.S5. - C.

Con base =1 el art. 28 del Reglamento General de Examenes, nos
permitimbs comunicar a usted que revisamos la TESIS TITULADA:

“Evalyaci6n de la capacidad inmunoprotectora de una clena irradiada

de Aabesia bovis®,

que presenta _el _ pasantes _Jeslis_Ocampo Almazédn
con mimero de cuenta: _gogQ114.3 para obtener el TITULO de:
Médico Veterinarjo Zootecnista -

Cansiderando que dicha tesis redne los requisitos necesarios para
ser discutida en pl EXAMEN PROFESIONAL correspnndiente, - otorgamas
nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE.
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautitlan Izcalli, Edo. de M2x., a 4__ de Jutin de 199

PRESIDENTE WZ_panlo sartinss Labst . ABEHE L
VOCAL WVZ. Jorge Luis Rico Péree’ Sewen L L. P

SECRETARIO MC. Fernando Albha Hurtado

PRIMER SUPLENTE QBP. Guillermo Valdivia Anda

SEGUDO supLENTE MYZ. Rail Radillo Rodriguez

VAL DR AR 131



DEDICATORIAS
A Dios

A mis Padres: El Profr. Héctor Ocampo Ayala y
La Profra. Esther Almazan de Ocampo,
por t’odo' su apoyo, comprensién y confianza.

A mis herm'anos: Abigail, Aar6n, Héctor Francisco y Teresa,
por su comprensién y apoyo.

A Eva: por todo ti Amor.

A mis Amigos: El Ing. Sergio Véaldes Mufioz
y El MVZ. David Garcia Tapia,
por su invaluable Amistad.

Al Dr. Julio V. Figueroa Millan,
por que creyé en ml y por brindarme el apoyo,
y la confianza necesaria para realizar este
trabajo.

A la Universidad Nacional Auténoma de México
yala
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
por ser mi casa durante mis estudios.



AGRADECIMIENTOS

Al MVZ. Pablo Martinez Labat,
por su valiosa guia en la realizacién de
" este trabajo.

A los Drs. MC. J. Antonio Alvdrez Martinez:
MVZ. J. Alberto Ramos ‘Aragdn‘.,- :
<-MC: Edmundok Rojas '
- Dr:J. Germinal Cantd
A los Biologos -
Carmen Rojas
Ernesto y Javier Ontiveros
.por su apoyo y Amistad
Gracias.

Al MVZ. J, Jasis Almazan Zamora y
al Profr, Antonio Almazén Cadena
por ayudarme a aprender y practicar
Gracias.

A mis Companerosl{as} y Amigos{as) de la
Seleccién de Basquetbol FES-C y
UNAM-ORO,

Gracias por compartir conmigo momentos
de triunfo y de derrota.
¥ al Coach MVZ. Vidal Melo Servin
y al Lic. Angel Contreras les agradezco su
Amistad y apoyo,

A'ta MVZ. Laura del Moral Piia,
gracias por tus consejos.y Amistad.



A todos mis compaideros de carrera
les agradezco su apoyo y amistad, esperando que
triunfemos en esta carrara tan digna.

A mis familiares y amigos
Gracias.

A mis Padrinos y a Sandra
Gracias.

A Chila y Rau!
Gracias.

Este trabajo se realizé gracias al Proyecto No. 366 de "Alternativas para el
control de la babesiosis bovina" del Centro Nacional de Investigaciones °
Disciplinarias en Parasitologfa Veterinaria (CENID-PAVET) del INIFAP-SARH.



INDICE
11 Indice.
2} Resumen.

3} Introduccién.

Revisidn de Iiter.a!ula.
4) Material y métodos.
5} Resultados.
6) Discusién.
7) Conclusiones y/o recomendaciones.

8) Apéndice 1.

Apéndice Il.

9) Bibliografia.

Pagina
|

31
as
63
69"

VAR

72



: RESUMEN
Con el ub}elo de delermmar la dosts minima inmunizante de una clona madmda .

de. 8. bnws se utmzaron 20 bomnos Holstem Fnestan de 12 mesea de edad -

d;sxzibufdos en cinco grupos. l.os ammales de cada grupo fuemn pvemumzados"’.
'con una ctona Irradiada de B bows derivada del cultivo in vitro con désis de 10’ i
7 10" 107 10" ¥ 10“ entmcitos mfac!adns, respec\wameme. Se regxstré la.
temperatura tectal 'y se obtuviaron muestras de sangre para medis: el volumen . .-
celular aglomerado (VC_A'= ‘Hyemamcrim), el gfadovde parasitenﬁla‘y dete:niﬁna) :
ta presencia de anticuerpos éﬁii-aabesia bovis en suero mediante ia btueba ée‘sy
Inmunoﬂuorescenbia lndlracta. Durante los dias 5-7 post-inocﬁlacién'ﬁ(;bo Qn

aumento !igero en la temparatura raclal Y una dismmucién d I,hematocnw'

panlcularmente en los animale que tecxhtemn a dosos mas altas, en Ios que se

de parésuos,

’ confnmé la pvesenc; allecxendo‘uno de, ellos‘ Siste meses

8. bows. Al desaﬁo se obsarvd que excepto pur un annmal vacunada que

demostté camblos signlﬂcatwos en el VCA (dsscenso det 25%) v fiebre (>40 :

°C) losreslamesanima!es mdapendx_n!ememe dela dostsinmumzame uuhzada
pre\nameme, resisxieron el "desafno con la cepa de campo R grupo 1esngo :

presenié ﬁebre mayor a 40“C pov cumm dias consecuuvos descenso enel VCA



un mas del 20% del valor has'al; El gmpo_tesiigo se trate, con babesicidas para

evitai U Muerte, dado que clinicamente estaban afectados en forma severa.



INTRODUCCION
REVISIGN DE LITERATURA
’ La distribucién de ta babesiosis es muy extensa, corresponde fa mayoria
de lés veces ala de-su vectotr, 1as garrapatas del genero Baophilus. La babesiosis
ocurre en huchas areas del mundo, y con mayor incidencia dentro de los 32° N
Y 30° s (ﬁe l.a;iiud en donde los vectares de fa enfermedad radican comdnmente
(35).° .

V, €l impacto econdmico de la enfermedad en América ha sido estimado por
la camidad de pérdidas que ocasiona enia ganaderia boving de este continente.
Aproxlmadamenm 250 millonas &a' bovinos residen en Centro y Sudamérica y
aproximadamente 170 millones (70%) : estdn en tég»iones infestadas por
garrapatas. Esto representa una péedida total de 875 miliones de délares por aio
para la industria ganadera bovina de América latina (67). Es importante hacer
natar que en cerca de todos los lamados paises en desarrollo que estan dentra
de las latitudes mencionadas existe endémicamente la babesiosis, anaplasmasis
v lainfestacidn por garrapatas. £l esfuerzo de estas comunidades por importas

" bovinos para aﬁmentar’el potencial de produccion desde Norteamérica y Europa

seve conip!icadb casi slefnpra por ta presencia de la babesiosis endémica, ia cual

cuando es’ - transmitida a bovinos susceptibles invariablemente ocasiona

problemas de"sallu‘d_’éhlmal. Las béldidas por muerte en animales maduros

1



'puuden ser: dllas en-casg de queﬂestas |nlecciones no ‘sean comvoladas por

qmmnmerama vacunac:én 0 manejo del vector. La prevalencla endémlca de Iu

mles(d |6 P

—lauun.s de

do tne]ur cahdad a estas zonas (35) En Méxlco las pérdldas estimadas en 1975 )

deb:do a Ia miestacnon por ganapatas Y Ias enfermedades transmiudas por ellas' :

3% s8 debté a Ia

iuuon de 3 587 mnllones de pesus. de Ias cuales sélu el 6

muene, maentras que 83 6%, 8.5% y 1 6% se atribuyero ala pérdlda en

producmén de came Ieche y pieles (46)

En 1 980 las pérd|das ncasionadas por babeslc15|

L en 2,712 millones de pesos, lo que en la acluahdad representarfa arriba de 500

millones de» nuevos pesos (22), Los ;epqrtes mas recientes en

porcentajes de infeccion con babesios 4% en’ zonas

consideradas ‘libres-de |a enfermedad hasta. el:96% donde no existe ‘control

adecuado (1)

éxico muestran -



~ HISTORIA

En vespuesta a la notoria pelsnslencla de una enfermedad que atacaba a'r
los bovmos el gobiemo Rumano en 1887 estableci6 una comasnén dlrlglda por el s

Dr.’ Victor Babes para investigar y determinar la causa y- dar solucnones al

problema Como resultado de este estudio el concluyé que la causa de la S

enfermedad denominada Hemoglobinuria enzo6tica, fue un pequeﬁo orgamsmo,

intraeritrocitico el cual en 1888, &l nombré Haemamcaccus bovls(3) Slarcovnci

un miembro del equipo de Bahes, .en 1893 ‘renombvé_ sl ageme enolégmo,i:'

llamandalo Babesra bovis {72)."

.. Smith en 1889 reponé la obsewaclén del agente etioléglco de la Fiebre

" de Texas, al cual no le dlo no ‘hre‘ ; asta vez, ya que daba el crédllo a Stiles

por ser el pnmem en obse/ ar e fgahlsmo 20 aiios antes{68). En 1893 Smith

Y K||bome propusleron ombre ,dg"Pyiosama bigeminum (después Babesia

bigemina) para\‘ el p e Norte América, y algo mas importante,

establecieron bof primera vezfq@e~“éste protozoario patogénico puede ser.

transmitido por un hbépedador anrépo'do intermediario (Boophilus afmula tus)(69).

Rees en 1934 dexermmé que ambos B. bigemina y B, bov:s kesmvieron :

involucrados en los,,E. como agemes etlolbgicos ‘de la Flebve de Texas Bl

adicionalmente Sugiere,-después de revisar lo_que Smlth Y Kllborne han



-|snv('rado qun 8. bav:srhabla eslado presente en los pnmeros d[as antes del -

e onuunnemu u-. l.l Bahesm (58)

l_)ry.'l'n(lu"'vév;lér’nbraﬁdo'efmganismo descrito por, Smith y Kilborne,: lemras qﬁéi ;

14 otra tue pequena Yi murhas veces dlﬂcll de observar-an |os frotls sangulneos. :

-pl'lt) mas facnmuue v:sga en sangre extralda‘ de capilares de riﬁnnes y de las
: ummnges del s:slema nervloso(40) Lignietes en u;l‘escmo de 1910, Ilama al
pequeﬁo organismo Puoplasma argenuna. conocndo postenormente como Babesm,
algcnrma(411 El término 8. argenrlna fue usado por rnuchos aﬁos en Australla, 7

Cumro v Sudaménca Es(o no fue completameme convenido si no que a

"umduados de’ Ios ‘afios 70 s, un ¢onsenso- de parasulélogos leeron que B.

: mqamma y B bows son la mlsma y por tanto ia denommacuén de B bovis .

deberia lener prinridad(35)

Dos especms adlclonales de parésntos bovlnos caus nt s de enfevmedad'

50 ruponaron poslenormenle P:raplasma diverge: fue: escmo como una.

uspeme ,de! pavéslw en lnglaxena por Mac’Fadyean'y Smckman(as); y Ia‘cuanak

ospa‘tl:ie”(axondmlcamemg :‘reconocida; de:Babesia- fue reportada en bovinos .

. nl\purlados de Alqena 3 Flzi:nqia._Este 'éslto ue nombva 0 después Babes;a .

7 nmfor (66).



Durante fa" temprana edad como pais de los Estados Untdos. una‘,. !
enfermedad llamada Flebre del Bovino de Texas (Flebre del bovino del sur) fue la_“

- causa mas no\orla y conslderable de muerte entre bovinos mayores de un aﬁo.

El ongen de |a Flebre de Texas y su aparicién por primeravez en Estados U dos -

es dasconomdo Pero es genevalmente acepxada la teoria de que fue lnunducidal

desde el Es(e de las lnd|as durante la colomzacuén espafiola e Mg ouas‘ e

panes del Sur de los EE UU.. La teovla da la “ga"apata concemleme a In' o

uansmlslén de Ia enfevmedad fue propuesta antetiormente en 1867 por Harris.

Fue basada en_ asociaclﬂn que hay de por medm emre Ia presencla umversal -

e| 5uv, y la apauclén de 1a enfermedad en bovlnos

;nallvos del nolte'de los EE: UU (29)

TAXONOMIA Y ETIOLOGIA

Par écuerd.o‘ de Levine (1982) y el comité sobre sistemas y evaluacion de
la Sociedad de' Protozoologistas (39), Babesia fue clasificada de la siguiente
manera: -

Reino: P;otista‘
Subremo- ontozoar-

Phylum 1z Aplcomp|exa (Levine, 1970)



Cldso 2 Spovozoa (Leuckan 1879)

Sum_lasa 3 Pnopla alLevme, 1961)»'7 N

Ovdan 1 Plroplasmlda (Wenyan, 1926) S
" Familia: Bapesiid‘ae (P_ach’e.‘ 1}913) £
: G.é'n:’m‘o: Bi;lées};(‘Sli;yn;citr)\;itéi,:-‘iﬂéé) :;

Muchas’ Especi;s de ngbesfé"eh‘ bovinos han sido reportadas en la
Iilémlura.,No obstante en el p__asé&‘n el nprﬁ_é'ro y nombres de las diferentes
espnéies de Babésia dug ‘péyasivtah q[ f;p\(irl_p han sido validamente é;lestlonadps.
Hoyte én‘ 1976‘ pré;;uso uha ._Ilgga qﬁé{cic@rilsi'stld:aﬁ éuﬁtro espeéies véiidas de

Babesiz on el bovmo(31l :

cLa |ISla de. espemes de Babesla dal bovino con sus sinénlmns estd como

sigue (31 37) 3




Wandolleck, 1895)
Pfroplasma b-igemiaum {Smith y Kilborne, 1893; _
Patton, 1895)
Piroplasma australe {Miranda y Horta, 1313)
Piroplasma bubali  (Schein, 1923)
Babesia hudsonius bovis (Bewhill, 1909}
Lushia bigemina (Smith y Kilborne,1883;
Delpy,1946) -
{3) Babesia divergens | Mc *Fadyan y Stockman, 1911 )
Sindnimos: 8. caucasica: (Yakimoff y Beluvﬁne, 1926)
8. occidentalis (Y;klmoﬁ Y Bouriqﬂ, 192?)
B. korelica .. {Yakimoff, 1928)
3] Be‘wbeslgrrr_r,ajof{ Saﬁtﬁgent. VDonatien, Parrot, Lestoquard y Plantoreux'. 1826 )
La mayr.;ria de Ios‘ taxonomistas aceptan estas cuatro especies, sin
emﬁargo, i’urnell {56.57) bas&ndose en diferentes estudios reportados . por
Nikol;kii et, al.{54), cbp#ideré a B jakimovi como la quinta especie de Babhesia.
‘Simllarm.eme, Minami y col, {48) mostrd que las especies japonesas de
Babesia no prresgr‘\it’élv)aln reaccidn cruzada serolégicamente con Babesia bigemina -
o: Bébe.?i;a ma/or Ml;r:la’ﬁjir e,;ls.hihara (48) compararon la Babesia japones&-

morfolaéi‘caﬁler_‘\té;‘ ei{lalégicamente,y seraldgicamente con 8. bigemina, B.-

7



tovis, 8. divergens Q‘B'ma/‘ar Ellds Ilég';a'onré la conclusidn‘de q'ué‘la Babesia )

|upunesa fue drfereme de Ias otras cualro y por tanto debena de ser reconomda S

como una nueva especue. Babe.sva ovara Eslas espec:es estan exclusivamems- S

r«-alrmgldas o Japén Y son transmmdas por Haemaphysalls /ongicom/sMB 49)

Babes:a /a mmw es cons:derada una especle grande y es el ageme
luspunsable de la puoplasmosm sxbenana en Ia ex-Union Soviétlca. Su vector
l)iol:;gico e; la gar}apa(a lxade& ricin{lS.,y las inoscas pueden'.tr;_ansmyitirla
entermedad mecénicamente (54). ' 7

Babesia diveryens es una babesia pequer‘ia muy siminlar'fnorfoldgl;:amente =

a 8. bavis pero tiende a ocupar la periferia o margen de fos entrocitus SU vector

es Ixodes ricinus, una ganapata de zonas templadas Esto hmlta su dlsmbuc:dn
la cual esta a lo largo del none de Europa y ep_l_a Rgsla eur_opea (56,57).

. Babesia major es un piroplasrha gian.de rep’orrtado‘ef\»Europa_y,‘dgniro'da

Europn es restnngldo el grado d disnlbuc:oﬁ de ‘su’vector Hamephysalis

puncmm { 57)

Babusm bows es una babesm pequeﬁa dnstnbunda sobre una extension muy

Austratia. E", Auslr'alié_es notablemente patogénica (43). Coma en las otras

Cespecies do Babesfa su distribircidn esta fimitada por fa habilidad de supervivencia

‘8



del vector bajo condiciones tropicales. Eirvector comﬁn'e‘s 1:|na; éarrmﬁg‘tra,delr
género Boaph:lus (10) : ‘ '

Babes:a bigemina no es conslderada usualment;a ‘como un lmportanle
patégeno como 8. bovis, pero frecuememente ocune en asoclacién con o(ras
‘enfermedades causadas por garrapatas y ejerce un snnergi;mo pamgémco s7. "

Es considerada como una especie grande, establecida ‘sobre la misma ‘area

geografica que B. bovis. debido a que ellas compAahen el misrhd i)ecmr bidlégico e

Boophilus spp. Este ha sido repunado en el sur de la exURSS Y el sur de Europa'

{Espaiia y Grecia), pero B. blgemma no ha sido reportada en otros pa|ses de la

Comunidad Econémica Europea (57).

 EPIDEMIOLOGIA .. ©

Los factores dlrectameme lnvolucrados en Ia ansmlslén de Ia babesmsm

son en conjumo un complejo.da tres elememo ‘el vector, el palasito y el

del hospedero,

temperatura_‘ambient

garrapatas(1).

Infeccién del vector{1).- La infeccién de:Boophilus r‘nlcmplg)s,iy Bb_obhflim )




anutarus cuni Babesia spp.. es un ciclo complefo que se inicia desde fa inges:ié'n B

chi: smujn- de un hospedero mfectadu con Babes:a bfgem/na en el patrén de:

lmnsmusuén. mcluw.ndn hecho de que 8. bows se tfansmlte umcameme por,

Imvas infectadas’ dr_- 8. mrcroplus, no por nlnfas n adultas as Iarvas ple den la. .

Facwres del hospedero

Gunnnca Genétlcamenle el ganado Bosmdrcus es més reslsleme ala babeslosns

que el ganado europeo o Bos Iaums._ =



Edad.- Los becerros debido a la ingestién de anticuerpos calostrales son mas
resistentes a la enfermedad clinica pero nh ala infecci6n; esto mismo determina
el grado de severidad ya que ﬂlfli‘li\a"es que nacieron de hembras susceptibles son
mas resistentes a la enfe_vmédad hasta.por los 8 meses de edad, ya que (a

mavyoria de los brotes clinicos de la enfermedad se dan entre los 10 a 24 meses

de edad .

Inmunidad.- La lr\munldad se adqulere actlvameme contra las babesias por

exposicion del hospede al résno vlvo o inacﬂvado o bien por productos de

,inmunes:ala reinfeccién con Ia cepa homéloga, aSl como aquellos que se
mantienen . en: BqulleO entre vector-parésito Yy hospedero, liamandosele
premunicién{1}).

De los parasitos existentes en la sapﬁié del '.gan‘ado infectado, continuan
su desarrolio solo.los ingeridos durante las ﬁ‘!‘tyivmas 24 hrs de vida parasitaria de

las garrapatas. El mimero de parésltoér lqgéiidoé depende de la proporcion de

garrapatas que se alimenten sobr‘e, los bovinos, se estima que solo una pequeda

proporcién de larvas, 1 de cada_lzsbd estd i'r’ifec'tada, estoa nivel de campo(1).

1



TRANSMISION Y CICLO BIOLOGICO DE Babesia.

La transmision de la babesiosis bovina causada pors B.bovis y 8.bigemina
e; ocasionada por lodas las especies de Baophllus que han-sido confirmadas
cumo-los vectores po(enciales y principales de esta enfermedad . Las especies <
de anyhilus que mas se conocen cbmd (ransmisores de la enfermedad son: -
Boaphllus annulatus, Baaphrlus microplus -y Boophllus decolosatus.” Estas ,.
gduapatas son parésltos que se ahmentan de sangre, son parasims de un solo
hospedador y este hospedador debe sar unguiado(SO)

EI ciclo de vuda de Ias babesnas ames cntadas se ha adaptado a-estas

. carac.leusncas (50) El cuclo de wda de Babesla bovis esta ilustrado en la Figura

1, v explmado en la nomencla(ura.

12



FIGURA No 1. Ciclo de Babesia bovis en el bovino y en el vector Boophilus."

Tomado de Tropical Veterary Parasitology (50).

13



"Ciclo b:ul()guco de Babesia bows en el bovlno y an Ia garrapata Boophl/us

(Numenclatura para la flgura 1)

1. Espuvuzouu melacicllco mfectanle |noculado por Ia garrapata. T

2.- Trofozoito dentro del ermoclt
3. Binucleacion ovala.da‘o lrofu_blas:to aineb_oideo.
4. Esquizogonia bipartida’ con dos merozoitos piriformes uninucleados.

5. Esquizogonia madura cbn dds merozoitos pirifermes nucleados,

6.- Memzonto hb e despues de la drsociac:én de la esquizogonia y la

desuuccmn del erltrocnto
7. Merozoito Ilbre capaz de'infectar otro eritracito.
Una vez .adquirido por la hembra Boophilus.
8f.- Ingestion del merozoito por la garrapata, desarrollandose en un
macrogame;tocito;
8m. lngrestiOn del me:ézoito por la garrapata (8m’) desarrolldndose en un
macragametocito por un proceso de multiplicacion nuclear y e:;flagelacién
(Bm").
9f.- Macrogameto hembra.
9m. Mi'crog'arrnel_o ﬁliyforme mact'jo resultante de la exflagelaci6n.
10.- Cigoto Iiipol’é;'icpvt.jvde‘;’iénetr'a auna célula digestiva.- .

11.- Trofoblasto dentro de una célula de! epitelio digestivo.

14



12 Espurablaste nm.:.unal m:c:al que produce blaswzoltos.

13 Bulbu |ulrdc:.lular de blastozonos

B|asx_ozbiws-imyacelulares’en roceso de elongacion por fision.

se desarrollaré en Ia siguiente

16. Blustozouo denuo de un, oocno qu

g:-nelacién de garrapa(as.

Enla plOgEnle de !a hembra Baaph/lus lnfectada.

17. Biastozoito en el huevo; esto dara esporoblastos e in(ercalaré
blastosoitos durante la embriogenesis.

18. Blastozaito intercalade dentio de un.'hem‘ociw;dle I.’axlaf\lla ’(ob dengro de
cuplyuier célula conectiva; digestiva, o éxcrétdia) ‘ﬁrlnéfblaﬁ_dorla intercatacién
doe esporoblastos. : S B

1. Esporozoitos in!évca!ados en un hemocvito de la ninfa { o dentro de
cualquier cétula conecuva digestiva o excretora ). ‘

20 21 Blaslokmems lermlnales con un tropismo salival en el hemocele.

22.- Blastozoito terminal en una célula del acinus salival.

23.- Trotablasto terminal [ comienza su desarrallo dentro o fuera del

haspedador, dependiendo de fa temperatura externa ),
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24.- Esporoquiste terminai produciéndo‘és'pordzoit'oé inefai:!élicbs‘ ‘i!‘lfe:tf:l'antés_
(1} dando relauvamente un grado avanzado de mfeccnén dependnendo de la
lnfluencla de la lemperamra externa ) de Ia falta de comnda en la hembra

Boaph:/us. X
PATOGENIA.

La patogenia de ia Babeéiésls bovina puede dividirse en dos fenémenos
diferentes, perﬁ muy ligados el uno con ef otro, uno causado cominmente por
Babesia bigemina y el ofro por Babesia bovis.(50,51).

Babesia blgen;iné' b(':r’ lo gerieral provoca el fendmeno de la anemia
hemalitica, en donde la principal causa de este fenomeno es la destruccion
masiva de eritrocitos, ocasionado por factores mecdnicos y autoinmunes {52).
Ef factor mecdnico aqui, es determinado por el tamafio de 8. bigemina. que al
salir puede provocar mds facilmente su ruptura, o dafiarlos de tal forma que se
prrovoque su mas facil fagocitosis o su destruccion en el bazo (52,71). Los
factores autoinmunes son acasionados por la presencia de antigenos de Babesia
en las membranas de los eritrocitos, en donde esto desencadena fa cascada del
complemento de la siguiente manera (Fig 2): { se sugieren como otras posibles

causas de la anemia hemaolitica; 50,73}:
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1. El suntigeno de |a Babesia se adhiere ala superficie de los  eritrocitos, lo tual

provoca que es10s sean reconocidos como extrafios y sean fagocitados por el

sistema rem.ulo endotelial.




provocar lisls
0 Ei complejo 0567 provocarla Ta lisis inmunorectlva en los emrocitos cercanos
La fagocnosns de los eritrocitos no mfectados, probabl‘emente se debe a-‘
que se adhieren antigenos de la Babesia, y también al incremento en la activudad -
del sistema reticufoendotelial, que ocurre durante la babesiosis, asi‘como a Ios o
cambios de la membrana, que dan por resultado alteraciones en la formary _én;el )
incremento de la fragilidad osmética de los glébulos rojos no infe(:’taqoé,i'en‘:A
camparacién con los infectados, lo cual,los predispondria a una lisis es;;gr'n:a.r‘]ea‘.
particularmente en los capilares sangufneos (77). s :

En el caso de Babesia hovis lo que generaimente ocurre, es una a'ha o

libaracion de sustancias farmacoldgicamente activas que 'prov'oéan

vagodilatacién, éstasis sanguineo y choque, ademds de una coagulacfon

intravascular diseminada (CID} y trombosis pulmonar mortal submguienta en. -

terneros infectados por 8. bovis {6,11,77).

Babesia bovis produce una enzima que activa la presencia de la calicreina
en células de varios érganos, especialmente en el estroma de las células rojas -
sanguineas {CRS). Las cininas producidas tienen efectos vasodilatadores e
hipotensivos que incrementan la permeabilidad vascular. Estos fenémenos

ocurren tempranamente y preceden a la aparicion de parasitemia. Los efectos
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d

pr idos son pletamente de choque, estasis sanguinea, y ocasionan la

calda del volumen sanguineo incliso antes de fa hemélisis. La actividat.:l de las
cininas simuiténeamente con otras productos porfirinicos degradadas induce a
lesiones en corazdn y rifones {47,77).

Los antigenos de Babesia forman complejos con el fibrindgeno e inducen
aglutinacidn y adherencia de CRS parasitadas a la pared vascular, El efecto es
incrementado localmente por la acumulacién de eritrocitos. Ef flujo sanguineo es
obstruldo y hay distencién capilar. Ef fenémeno ocurre en ¢ifionss pero
principalmente en Ia corteza cerebral ocasionado por fa arborizacion de los

capifares {50,51,76).
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FIGURA No. 2 Esquema de las probables causas de la anemia en la

Babesiosis.
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Tomado de tnmunologia de la babesiosis, A. Marilla{52).
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SIGNOS CLINICOS.

El periodo de incubacion es de 7 a 10 dies.

Los signos mas caracteristicos son los siguientes:

Fiebre {40-41°C}, deshidratacién, emaciacion, pelo erizado, 0jos sumidos,
acompafiados de anorexia, debilidad, temblores, atonfa ruminal, disnea y
taquicardia {6,11.,26,50).

Babesia bigemina ocasiona hemoiisis marcada debido a la gran destruccién
eritracitaria que ocurre, siendo la anemia un signo primario causado por esta
hemdlisis {el volumen celular sanguineo puede caer hasta 10% del normal). La
sangre se vuelve muy flufda y oscura y hay una hemoglobinuria muy marcada
{50,51). Secundariamente se dara la ictericia como signo caracteristico. La
ictericia sevara esta correlacionada con parasitemia que puede ser de hasta 50-
100% {11.,50). La ictericia ocasiona ciertas lesiones organicas. Se da una
neumonia, desarroltada por irritacién del parenquima pulmonar ocasionado por ia '
bilirrubina. Junto con ia atonfa ruminal ocurre constipacion y diarrea negrusca
{49,51).

Babesia bovis no suele ocasionar parasitemias altas(<.5%) en

comparaciSn con B. bigemina en sangre periférical > .5%). La hemolisis, ictericia

y hemoglobinuria casi no se dan con ella (§0).
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Hay des6rdenes del equilibrio {ataxia, movimientos-dep ), sig de -

encelalitis, rechinado de dientes, apetito pervertido y agresidn evidente (ataque)
{6.50,51). £n ambas susele ocurrir el abarto de las hembras prefiadas, y también

se da Ia agalactia, este puade ser un signo temprano de la enfarmedad(8).

LESIONES MACROSCOPICAS,

Los tejidos quizé se tren congestionados, pero suponiendo que fa
enfermedad se haya proiongado, éstos estaran palidos. La ictericla estd a
menudo presents, pero quizé no es tan obvia si la congestién es intensal11,50).

Comunmeante hay presancia de hemorragias subserosas, particularmente
on of corazdn y los intestinos. La sangre usualmente fluye libtemente cuando los
vasos estan daitados. La vejiga frecuentemente cantiene orina roja; fos rifiones
presantan varios grados de cangestionamiento; el bazo se encuentra agrandado
{hasta varias veces el tamafia normall con sangre oscura y ia pulpa ablandada;
of higado es14 agrandado y café (o amarillo en caso de difatacién) y ia vesicula
biliar estd Hena trecuentemente con bilis granulosa. El corazdn y puimanes
usualmente estan normales, excepto por Ia variable presencia de hemorragtas y
manitestecién ocasiona!l de edema. Los pulmones afectados por consiguiente

contienen una copiosa cantidad de exudado sanguinolento. Et encéfalo aparenta
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normalidad, pero en ias infecciones con Babesia bovis la mataria gris de la
superficie quiz4 esté distintivamente rosada{11).Esto puede traer la presentacién
de signos nerviosos cuando el ancéfalo contlene fluido en exceso y estd més
blando de io normal{11,49,50}). Wright y ¢o/.{81) reporté marasmo {emaciacién
y debilidad progresival en la musculatura Intercostal y de los miembros

posteriores,

LESIONES MICROSCOPICAS

La mayoria de los cambios son observados an el higado, con nacrosis
centrilobular en zona media, y distencién de canaliculos biliares. Las células de
Kupffer contienen productos de degradacién de la hemoglobina, algunas veces,
al astar infectados o aparentamante no infectados los eritrocitos. En otros tejidos
linfaticos {bazo, ganglios) hay menos linfocitos de lo normal, simultdneamente
hay abundancia de macréfagos, wmuchos de los cusles contiehen
hemosiderina{11). En casos severos los rfiones estan afectados, con
degenaeracién tubular y depésito de hemosiderina a lo largo de todas ias nefronas.
Quizé se encuantre derramado y presente material hialino y de incorporacién
granular da la hemoglobina. En las afecclonas por 8abesia bovis, l0s vasos méds

pequerfios son llenados con eritrocitos parasitados: an el encéfalo los erltrocitos
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infectados taponan los capilares, ocasionando algunas veces adema intersticial
(13).

Cuando el edema pulmonar ocurre, el depésito de fibrina y la trombosis
son encontradas aqul y en otros tejidos también (19,20). Wright y ¢o/.(80),
encontré una exiansa degeneraclén del misculo esquelético de los miembros
posteriores, con adema perivascular en casos agudos de Infaccién con Sabssia

bovis. Los cambios en |os tefidos son menos pronunciados en las infeccionss por

1 1

Babasia bigemina que en las de 8. bovis poero an las infec por B. big
relativamente son més evidentes los pardsitos en los vasos sanguineos
paquefios{11).

Hay que hacer notar que la babesiosis en México por lo general se
prasenta con ambas espacles de Babesia ademés de la presancia en la mayoria
de las ocasiones del Anaspl/asma marginale junto con ellas, dando por resultado
un sinergismo muy elevado en |a anfermedad qua puede traer consigo {a muarte

del animal si no hay un diagnéstico adecuado y un tratamiento temprano. Cabe

hacer notar que puede haber recuperacion esponténea de la enfermedad.
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DIAGNOSTICO

El diagndstico de la babesiosis en ciertos casos puede ser sencillo cuando
los signos de la enfermedad son muy marcados y esté presente el vactor. Se
debe tomar en cuenta también la raza del animal y cuestionar si al animal es
nuevo en la zona de prevalencia de la enfermedad, asf mismo se deben realizar
muestreos de sangre para que ésta sea evaluada ahl mismo en el campo o0 an el
laboratorio. Una vez en el laboratorio se deben correr las pruebas que apoyen
més répidamente nuestro diagndstico, que serian las siguientes: observacién al
microscopio de frotis sanguineos, para confirmar la presencia det parasito en los
eritrocitos (est4 prueba puede ser dificil si los frotis estdn hechos de sangre
periférica, se recomienda obtener sangre de capilares como podria ser en 1a oreja
0 en la punta de la cola), evaluaci6n del hematocrito en donde se espera haya un
descenso marcado que pueda ser considerado de importancia (15 a 25%), esto
nos confirma la presencia de la anemia. Posteriarmente se pueden correr pruebas
saroldgicas para confirmar el diagnéstico, pudiendo ser las siguientes: Fijacién de
complemento, Inmunoflforescencia indirecta, Hemaglutinaciébn pasiva,
Aglutinacién capilar, Difusion en gel, Aglutinacién con bentonita y particulas de
latex, Contrainmunoelectroforesis y la técnica de Ensayo inmunoenzimético

ELISA {11,51). Experimentalmente ya se realiza la Reaccién en Cadena de la

Polimerasa (PCR) para el di éstico de la babesiosis(27).
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CONTROL

Pnla el conuol “de Ia babeslosis se han formulado muchas variantes, Iﬂs‘
cuales van desde el conuol y la erradicacién del vector de la enfelmedad hasta
el atgqua dlvacto contra la babesia(6). Al vector de la enfermedad se e ha tratado
de controlar a través de los tiempos cbn baiios garrapaticidas {de aspercién o de
inmarsi6én), conteniendo éstos, productos que matan a la garrapata. Asi mismo
en la actualidad se han desarrollado nuevas _técnlcas para controlar a la
garrapata, como e! desarrollo de la técnica "Pour on" con el uso de praductos de
menor rasistencia por parte de la garrapata{piretroides).

El ataque directo sobre Babesia ha sido con productos babesicldas, Ios
cuales se espera que actuen sobre el 98% de Ios parésitcs que se encuennan'

infectando al hospedador, para que los que queden pr‘ voquen premunidad

Estos productos son en su mayorla denvados de la Bancldlmina (B enll fﬁrmula), :

ahora se usa més el tmldocarb para el tvatamiemo de la babeslosls

Otra forma de control de la babesiosis es la vacunacnén, este método s+
arhpliamenle usado por los Australianos, los cuales han desarrollado una gran:

tecnologla en este aspecto.
En Australia la vacunacién fue introducida entre 1897 y 1900 y fue

efectiva, reduciendo enérmemente las pérdidas causadas por la babesiosis y due .
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estaban ocurm.ndu en Queensiand Y ,exlendndas hacia el Sur de Australia por

Buupmlus m:cmplus Esenualmen(e el misma método fue usado has\a 1964 La

’ 5anqm era: coleclada de _novi 'a’blva‘n ecupg;ado,de un ataque de
hubus‘osns( 1) :

'-‘Haslaﬁ'ldue tue irityoducid la: sangre’ era desfibrinada por

inuixaiziéi\ con’ plulf\as o varillas; y entonces inaculado en cantidades de 3 a 10

ml en ganado suscepubl 'sirvib para praducir una moderada

veaccnon segulda de mmumdad Los anima!es sangrados se conocieron como

: donadmes da vacuna ' Después d 3 1907 los donadoras fueron preparados por

,iaboramnos del gohlarno como Yeetongpnly, Brisbane, posteriormente an‘

Oonoonha cerca de Townsvllle, y subsecuentememe en Alice Springs. La sangre

ma colcctada en los labmalonos para llenar pedndos de vacuna ordanados, v se

v.u_uuaba en Ios ranchos frecuemememe aun costo nominal para convencer a

los qanadwos La vacunacu’m con ce”” s de B bigemina y, desde 1930, B, bovis

(8- argennna) y A kcenrrale 1ueron hechas por pasaje enlos laboratonos y usadas

en la pu-pmacuén de’ los onadores(11) A finales de 1964 el sistema de

vm‘unacmn Iue camblado Los parésntos 8 bows fueron producidos en bovinos

uspluneclulmzados d ualgs era colectada sangre infectada en grandes

camulades'v diiuida pgra;doménei 107 organismos por dosis. El abastecimiento

de B. biyemiha parra"\'/acr’\;aa/qééé;'ta preparacion de vacuna desde Townsville y
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Alice Springs se estancé después de unos pocos aﬁosﬂ 1)

-lo mlsmo no conferla una buena inmunidad. La producclén de B blgemma para
. vacuna fue omillda,‘ debido a que esta era poco frecuente er. las infecciones de
camp'o, més sin embargo cuando era aplicada como. vacuna Vcausaba severas
bajas‘(18‘)‘.’ !.a vacuna préparada en bovinos’ egplenecwmizados plovéyé de
nie]i:;és opérturildadgs de estandarizacién y de un mejoramiento gradual en su y
éa'lldad (Zi él efact; benéfico de asegurar la infectividad de_la vacuna fue

observado, una vez hecho el camblo. Los veportes de fracaso en la vacunacnbn

que. eran: reclbldos con’ bastame frecuenma cesaron. una vez. Inlroduclda la.

,vacuna de bo ple Ccto T zado y como indlcatuvo precedente la demanda‘

de vacuna se incre

Probablememe como un resul\ado por el gvan uso que vecublé y por las

revacunaciones que se present ban se presemé la enfermedad hemohuca delos



bitavings re icn natitos, mnérg[hndo COMmo un serio prohlema a 1inra|es delos afios
ﬁu{' ¥ |nincip|‘us de lus . 70s (11LPara¥ conuares}ar estos efe‘cms, una gran
pu'mlurcir'm t.le la sangre lue reempilazada conun dilueme celular libre, haciéndose
1o _uu;muun(|«|ci6|\'({u restringir el uso de ia vacunacion en los animales, de una
o dos inoculaciones antes de un buen apareamiento. Como resuitado de la

resencla de esta enfermedad hemolitica de los bovinos recien nacidos la

impuortancii de la vacunacion se redujo ainsignificantes proporciones (12), siendo
timbien una causa sensible del desuso de la vacuna las enfermedades causadas

par sangre inocutada e infectada por virus como el de la leucasis bovinal61).

29



HIPOTESIS
La clona 58 derlvada de la ‘cepa KBb de Babesia bows atenuada por
irradiacion, y usada como un agente premumzame bnnda pmteccmn a bovinos
desaffados con organismos heterélogos después de,vun minimo de 6 meses pos-
vacunacion. ' ) ‘ . ‘
OBJETIVO
Determinar la lnmunogénlcldad Y capédidad protectora de una clona
iradiada de Babesfa bovis en bovinpé desafiados bajo condiciones controla-

das.
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MATERIAL Y METODOS

Bovinos: Se utilizaron 46 Animales de 1 afio de edad, machos de raza
Holstein provenientes de zonas libres de garrapatas,ios cuales fueron mantenidos
bajo condiciones que no permitieron la infestaci6én con garrapatas por que el
exparimento se realizé en una zona libre de garrapatas (Edo. de Queretaro) alo
largo de todo el experimento, con alimentacién y agva ad libitum.

Parésitos: a) Cepa inmunizante; Se utilizé la clona 5B de 8. bovis origi-
nalmente derivada de la cepa KBb por diluci6én critica, gue se ha mantenido en
cultiva /n vitro (originalmente aislada en México y donada por K.L. Kutier, U.S.
Departament of Agriculture, A.R.S. Hemoparasite Research Unit, Washington
State University, Pullman Wa.). La derivaciéon de la clona y la técnica de
clonacién han sido descritas previamente (62). El medio de cultivo para mantener
al parasito en crecimiento /n vitro consistié de Medio 119 con sales de Earle, sin
L-glutamina, supiementado con 40% de suero normal bovino y 30 mM de N-
tris[acido hidroximetil-2-aminoetinosulfénico] (TES, Sigma, St. Louis, MO). Los
cultivos contuvieron 10% {v/v) de eritrocitos con un nivel de fluido de 5mm
siendo colocados en cajas.de.24.pozos de cultivo e incubados a 37°C con una
concentracion de gas 54% CO,, 5% 0, 90% N,, en su atmdsfera. El medio

sob,renadante,‘fue‘éambiado:diariament_e y los subcultivos fueron iniciados cada

48 horas po;_.d,ibluAci n 5 jl!éi medi6 de cultivo viejo con medio de cuitivo fresco
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' que contania eritrocitos normales de bovino. La expansién en el nimero de
aritrocitos infectados con B. bovis fue lograda al poner los parésitos en botellas
de cultivo de 75cm? como ha sido previamente descrito (74).

Para estimar las diferentes dosis inoculadas se hicieron conteos de parasitemia
y al obtenerla se le multiplicaba por el volumen de eritrocitos contados. Por
ejemplo:
Porcentaje de eritrocitos parasitados (PEP)=0,10%
$x10%/mi: 5000000000 - 100% . k

X - 10% = 500000000 E Infectados/mi= 5x10°

5x10% - mi - |
. 5:_(10’ - 1():r;ni;l'odas las dt::si; séjsjus;aron a 10ml con solucién Vega y Murgufa
vymizan
bf éeb;dé desatio: éepa Pullman que fue trasmitida directamente por jeringa.
1)‘Dst§irﬁinécri‘6n de dosis minima inmunizante:
Gri:upo's' _&e 4‘anirﬁales fueron inoculados por viaintramuscular {IM} con dosis de
10‘,“ 16‘, ‘iO’, 10°% v 10°, respectivamente, eritrocitos infectados provenientes
) -de‘ cultivo m ,vi.tr;w de fa clona irradiada 5B de B. bovis. Un grupo semejante
pevma_ﬁébié como testigo sin vacunacién con globulos rojos infectados pero si
coﬁ glnbulo; rojos sanos para la verificacién de la virulencia de la cepa de desa-

fio. Los animales fueron observados para determinar la presencia de reacciones -
. , .
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cliticas Se omuvo sangre por punb.cién yugulaf en tubos al vacio sin anticoagu-

lante. y el suero oblemdo lue congelad par" p'bstérior determinacién de

53} Y o'bser(/‘a-'cla:A ‘ryagl microscopioi6ptice - durante los'slgulemes 21 dias

Vponvacunacnﬁn Los anlmale vacunadosse mantuvieron an condiciones que no

,pmmmeron Ia mlestac:dn con garrapalas por el resto del experlmemo El desafio

se llevd a caho 6 mes postvacunaclén co u dosls mlnima de virulencia la

cual se determuno prewa al desaﬂo (ver adelante) con parasitos provenientes de

un ammal moculado conla cepa Pullman de 8. bovrs Ia cual habia sido mantenida

en congelaciéh en nitrégeno Ifquido. Lus ahlmaleé sé observaron de carca durante

s’ 5IgllIEHIES 21 dlas pava deterrninar la presemaclén de reacclones saveras y

s¢' procurd QUImIO(erapla (Tratamiento) de'acuerdo al‘sig ente crlteﬂo

Temperatura krect‘ar: un_grado ceqtfgra_d‘p . : ;‘ ie‘ﬁbz‘o dal
uxp(-nmem‘o' Bt ’
Hematocmo (Ht) un' descenso de 25% dsv , ncontrado ‘al*Inicio’ del estu-
din, Exmesado en porcenla;e de caada del hematocrlto, (omando como 100% al

anom:ado anws de’ cada expenmemotbasal)

51 unconuamds ‘25 al dia x. jcuanto valen las 8 unidades de hematocrito que
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descendieron? (33=100/8=7?) = 24.24%,
Parasitemia: > 0.5 % determinada en frotis téﬁidps con Giemsa. La pbincidencia

de estos 3 pardmetros 6 de la presencia de parasitemia y cualguier Qtrq delos 2

pardmetros indicé el tratamiento para evitar la muerte de los animales

2) Determinacién de la dosis minima de desafio:

de parasitemia, fiebre, descenso en el Ht, hemoglobmuria, ictericia, recunibienc_’ig;

etc.) fue considerada como la dosis de desafio. ‘
Los resultados se analizaron obteniendo las mediaé y las désﬁacioﬁes :
astandar por grupo de los parametros anteriores, para realizar estadistica
descriptiva{70), y posteriormente basﬁndonos en nuestros pardmetros p&ra :
realizar el tratamiento o no, se realizé un analisis de datos enumerativos en

tablas de contingencia, para obtener la x?, en los animales al desafio.
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1 l!dlhljll |t1- caunpu Rancho GB del Comué de Fomemo Ganadero del Eslado ’

e Qumémw suuado mn Amazrala. Oro

2) Tmhmu de ‘_Iabo tori; Cenlro Naclonal lmerduscmlmano en Paras:tologfa" .

Vutennaria ;(IGIEINIFAP, SA{R_H. Jnutepec; Mor. y Laboratono de Parasitologla.'

M.V.2. F.E.S: Cuautitlin UNAM.

" MATERIAL DE LABORATORIO

Agujas vacu;ainev
Tnnl:us..v;wcutairnerrrcpn EDTA
Tubos: capilares con heparina
Purlé objéms

. L.mretas o

meqa:. dc:.ceclnbles esterdes

Aqll|a:. ﬂ18

(-ultgro f'

Mcllavn'ol 'abSolu(o

,Culorann_ de Guernsa
M roscoplo uplu.o (Olvmpus v Zelss)

Mic ms(.nplo de qu ul:ravcoleta (Zelss)
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Placas paré microtitulracibnrtNunrc)
Micrﬁplpetas .

Bomba de vacfo_ :

Deseca‘déf B .

Probetas ‘ : - ]

Viales Ependorff de 506 Mydelm
Vaéus de precipi(adtya‘i

Agitador magnético

Cajas y vasos de COpHng

Reloj

Balanza analitica {Cenco) -

Matraz volumétrico 1 y 2'titros’
Lépiz de cera
Céniara hl‘nﬁ_eda o :
Gradillas Bs
Pipetqs’de 10 m -
Porta tubr;»s'rcapilares
Centrifuga refrigerada (international Equipenien'l Co.)
Centrifuga Biofuge-A {American Scientific F_’rodq‘cyts)

Centrifuga para hematocrito (Salbat)
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Potenciometro.{Jenco) " -
' Hsmmoc'il’omeud (Sblba'n'

Balanza granaxana (Sanorﬁus)

o ra de fosfatos 0 1 M y pH 7. 2

.8 olu;uén nlpn}guq C

Mechero ylo plasuhna

Dlplrpuonalo de lmldocarb {Imizol)

: Perlas de v:dno :

Tlgbos de c_emrl!uga 50mi

Placas 24 pozos {Nunc)

Botellas de cultivo 75cm?®

Mezcla de gas (CO, 5%, 0, 5%, N; 80%) -
lm;:ubadora (ﬂarcoj o

Contenedor de.N, quuidﬁ (MVE)
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MATERIAL BIOLOGICO
Bovino donador de eritrocitos sanos
Eritrocitos
Suero bovino
Estabilizado de eritrocitos infectados
46 bovinos experimentales
Suero bovino patrén anti-Babesia (FAO)

Suero bovine negativo a Babesia (FAD)
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RESULTADOS
EXPERIMENTO 1 FASE DE VACUf.UACION

Temperatura rectal: Aqul se observé que todos los grupos de animales
vacunados sufrieron un incremento en el promedio de la temperatura rectal 8
diferencia del grupo control el cual no fue vacunado. El grupo vacunado que
presenté un mayor incremento en su promedico de temperatura fue el grupo con
dasis da 10°, el cual presenté un marcado incramento al dia 5 pas-vacunacisn,
promediando 41°C, bajando su promedio los siguientes dias pos-vacunacién para
alcanzar la normailidad el dia 15 pos-vacunacion. Los demds grupos vacunados
sufriaron incremento en su promedio al dia 8 pos-vacunaci6n, encontréandose esté
en un rango de entre 40.3 y 40.6°C, pero al dla 15 pos-vacunacién se
encontraron con promedio normal de temperatura rectal (ver FIG.3, GRAFICAS
dela AalaF).

Hematocrito: El promedio de hematocirito de los animales vacunados sufrié
un marcado descenso (% de calda) entre los dias 8 y 27 pos-vacunacién,
observéndose hasta un 41% de caida en el grupo vacunado con dosis da 10° al
dia 8 pos-vacunacién; al dia 15 pos-vacunacién observamos que el promedio del
hematocrito habfa caido hasta el 30% an todos los grupos vacunados, pero al dia
23 pos-vacunacidn encontramos un menor porcentaje de caida en todos los

grupos vacunados, estando ests entre el 18 y 22%. Al dla 27 pos-vacunacién
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al promeadio de porcentaje de calda de los grupos 10 y 10° volvi6 a caer hasta
un 30% a diferencia de los grupos 107, 10° y 10° en donde su promedio de %
de calda se mantuvo por abajo del 22%. Al dia 32 pos-vacunacién todos los
grupos se encontraron con un promedio de % de caida estable. (ver FIG. 3
GRAFS. A...F).

Parasitemia: La presencia del parésito se observé desdé el dia 5 pos-
vacunacién encontrandose en los grupos vacunados con doals de 10" 10%y 10°
observindose ya formas clésicas de B. bows, estas formas cléslcas se dleron en

sofo 2 animales uno del grupo 10' v mro de| grupo 10s el cual presento un PEP

de 0.115%. en el glupu O‘i solo se observaron formas sugerentes de Babesia
bovis {que son uofozoltos dentro de los eritrocitos con cromatina muy .
condensada de fases muy tempranas de infeccién por parte del parasito), el PEP
< 0. 01% Al dia 8 pos-vacunacién encontramos formas clasicas solo en un
animal del grupo 10",'v'mientras que la mayoria de los deméas animales de los otros
grupos solo pvééemaron formas sugerentes de 8. bovis, PEP < 0.01%. Al dia 15
pos-vacunacién observamos formas clésicas en dos animales del grupo 10%yen
otro del grupo 10° el cual fue el Ginico que presenté parasitemia. En los grupos.
de animales vacunados con dosis de 10° y 107 observamos formas sugerentes -
de B, bovis en la mayoria de los animales, y en el grupo vacunado con apsis io"

solo un animal presentd formas sugerentes de B, bovis. El dia 23 pos-vacunacién.
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observamos la presencia de formas sugerentes de 8. bovis solo en un animal del
grupo vacunado con dosis de 10° mientras que los demas animales de los otros
gruposhfueron nagativos a la presencia de 8. bovis. Al dia 35 pos-vacunéclén no
se abservé la presencia del pardsito en ningin animal de los grupos

vacunados(ver cuadro 1},
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FICORA LS 3 aathcal A ¢ B de los promedios de 'empEfciuru
‘reanale LG ael erpanimento | fase de vacunacién, Grupos 1
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Flgura No, 3: Gréficas C y D de los promadios de temparatura y pomenta]e de caida del
hematocrito del expeﬂmenlo | fase de vacunacién, grupos 10’ y '
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F»gum No. 3 Gmbcas E y F de los promedios de temperatura y porcenla]a de caida
o | {ase de vacunacién, grupos 10°y GRN
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CUJ\DRO No.l Poreentaje de erit:ocitos parasitados (PBP) por .
abesia bovis (parasitmia) en los anmles 1oa dias giguientes

de la vacunacién. i S

Dfas 12-3-83.

pos-vacunacidn 5

- 30393. 125 93
c ey

Grupos/ PRp* 8
Animales/Identificacidn ;.

107 o504 6.0r
8N2 - L

0476 0.033°

0507 0.01 .

ey
ey,

10* 3325 e i
3306 0:01
3369 : 0.019
332z 0.032°

107 0450 ) -
3352 T
3341 0.016
3320 e

o
o
"

v,

ey,

10* 0491

ey,

o
o
P

I I

10° o1 .; Cilesen 0.029 0.022

a
o1
oR
'
'
ey,

- No presencia de g&ga_u_b_o_ia
* .. PEP=- Porcentaje de- eritrocitoa pa:aaitados

La'muert“e dal iihimél 0504 del grupo vacunado con dosis de 10° se dio el dia

11 pos- vacunacldn por lo tanto sus datos postenores ya no se pudleron tomar. No

hubo necesldad de aplicar tratamlento aunque el estado fisico en general de los

animales vacunados con dosis altas fue estable. poca perdida de peso y de la

condicién en general, las cuales recuperalon con el tiempo,
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inmunofluorescencia indirecta: Todos las grupos evaluados con esta
prueba sarolégica se encontraron negativos al dia Bposfvacunacién, pero al dia -
15 pos-vacunacion ya se encontraban positivos (seréconviniemn) a esta prueba
todos los grupos vacunados . A los sueros del dia 23 pos-vacunécidn que -
seroconvirtiaron sa las tituls; al titularse encontramos que los nivé.les de
anticuerpos en promedio de todos{ _]os grupos vacunados se hablan slevado‘,
alcanzando e! grupo vacunado con dosis d_e: ‘1 o? el mayor nivel con un titulo
promedio de 1:6000, el grupo que presemd,_él menor nivel en promedio de
anticuerpos titulados fue el grupo vacunédo con. dosfs_ de 10’ con un promadio
de 1:850, Al dia 50 pos-vacunacién encontramos que todos los grupos se
mantuvieron positivos y es agui en donde encontramos Ios mayores promadios.
en el nivel de anticuerpos titulados, en donde e grupo vacunado con dosis de
10" presentd un promadio de tituiacién de 1:10240 y el grupo vaéunado con
dosis de 10° presents un promedio de 1:7680‘y en donde el grupo vacunado con
dosis de 10° repuntd un poceo en su prome'dit.)"pa'ra lléga;a 12560 El grupo
vacunado con dosis de 107 presenté un pr_omedl_o_ l.s‘aj’o en comparacién con la
techa anterior en donde fue de 1-3&40 y en‘égta fecha presentd un promedio de
1:1440; ef promedio en el mvel de tllulacldn més bajo fue para el grupo de 10°
que presentd un pvomedlo de 1 480 En fechas ‘subsigulentes de evatuacién

todos los grupos permanecian serolégicameme positivos, pero ya no se
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encontraron promedios altos en el nivel de titulacién, a excepcién dal grupo
vacunado con dosis de 107 el cual present6 un nivel un poco mas elevado en su
promedio al dia 71 pos-vacunacién siendo esté de 1:900, los demés grupos se
encontraron en promedio por abajo del 1:600 para esté dia pos-vacunacién; en
las demés fechas pos-vacunacién se encontraron con un promadio por abajo del

1:100 en el nivel de anticuerpos titulados { ver grafica 1).
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GRAFICA No.1.-Presencia de anticuerpos a fa vacunacion y al desafio en la prueba de IFL.

- o - . e " 4 e
27

50 kAl 100 127 156 178 185 186 187 188 204
DIAS POS-VACUNACION DIAS POS-DESAFIO

¥®:ro. 16° ® GPO. 107 FGPO. 108
N GPO. 10° A GPO. 108 2+ GPD. GAN



EXPERIMENTO 11

FASE DE DESAFIO ANIMALES VACUNADOS

Temperatura rectal: Al dia O pos desafio encontramos que la temperatura
se encontré alrededor de los 39 a 40°C debido a que se tomé alrededor del
mediodia , estando los animales expuestos al sol por alrededor de 2 horas. En el
dia 5 pos-desafio observamos que los grupos vacunados con dosis de 10° y 107
y el grupo control se encontraron cerca de los 40°C en promedio, no asf los tres
grupos restantes los cuales se encontraron cerca de los 39’0‘ en promedio; los
dias6y 7 pds-desafio observamos qdé el grupo control pfésemaba sﬁy promedio
de temperatura por amba de los 40"0 en camblo Ios demés grupos bajaron su
promedio de temperatura rectal allededor de los 39°C; el dia 8 pos-desafio al
grupo control presenté su plomedro de temperatura rectal cerca de los 41°C, para
ftegar a ellos el dia 9 pos-desafio en el cual se les aplicé tratamiento a los
animalas y es por eso que al dia 10 pos-desafio el promedio de temperatura rectal
de este grupo descendi6 por abajo de los 40°C, los demds grupos desafiados se
mantuvieron dentro del promedio normal de temperatura rectal en estos dias pos-
desatio (ver FIG. 4 GRAFS. A...F).

Hamatocrito: Aqui observamos que el promedio de porcentaje da caida del

Ht no sufrié una variacién muy significativa antes del dia 9 pos-desafio, ya que
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en asté dfa el grupo control empezé a tener un mayor porcentaje de calda, pero
al dia 10 pos-desafio encontramos que esté grupo desafiade sufrié una cafda de
27% la cual de acuerdo con los pardmetros establacidos supero el grado
parmitido de calda del hematocrito (ver FIG. 4, GRAFICAS de i1a Aa le F).
Parasitemia: La parasitemia en los grupos de animales vacunados si se
observd, pero de una forma muy tenue en la cual solo observamos un PEP de
0.01 por 8. bovis, mientras que en los animales del grupo control se observaron
parasitemias méas altas, slendo la mayor la presentada por el animal 0557 de
0.491% de B. bovis, esto se did en todos los dfas pos-desafio en asté grupo. El
grupo vacunado con dosis de 10° presents una parasitemia mayor a la de los
demas grupos vacunados en donde los dias 6 y 7 pos-desaflo se encontraren

parasitemias mayores de 0.01 de 8. bovis (ver cuadro 2}.
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Figura No, 4: GraficasC y D de los
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'thura No. 4: Gralicas Ey F
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CUADRO No.2 Potcentaje de erxtrocztos parasit:ados (PEP) por
Bapeng_g_m;.j (purasxtemxa) en:los, animales los dus siguientes
al desafio. . . : .

10-9-93 :11-9'-93 12-9-93
pus- oo L -9
danat{o

vias 3-9-93 3-9J§355’9;9-93~
0 s s

Grupos/ PEP :
Animalesg/ldentificaciédn - -

10! sN2 B LTt TN, . - e
0476 - - - - - -
0507 - RPN - oo .- -

10 3328 e . - - B
3506 - - - e - -
3369 - 0.082 0.059 0.0235 ° 0,057 . _-
1322 . T - - . 0.063 0

10" 0490 .. - - - - - -
3352 - - - - 0.092 -
3341 . - - . - -
3320 - - - 0.038 :

10" 0491 . -
0s00 . -
. 0503 - S
~3350 -

10" oNy Co - - .- [ CHR -
0541 v e - - . - ) - :
3323 K = - - - 0,035 -
3345 E - - - m -

GRN 0506 - S e

0535 - -0 .03t - i

0.401"
0:099

0557 - 0.023 : - el
“pl2za.

3337 - - - L

- No presencia de Qesia povia,
. PEP- porcentaje de eritro :I.tos parasitados..
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Andlisis estadistico:

Se utilizd la 'prueba de x2(70), para estimar que diferencia
estadistica hay entre los animales vacunados y los del grupo
control tomande como variable la aplilcacién © no del tratamiento,
tomando como referencia la presencia de los parémetros

establecidos que justificaron el tratamiento especifico.

Con . Sin
Tratamiento Tratamiento
Animales con .4 ceel i 2
babesiosis S '
Animales sanos '] . B 16
Total 4 18 22
Resultados:
I J OBSERVADA ESPERADA CHI-CUA
1 1 41 1.030909 7.757576
1 2 2 4.3%09091 1.723906
2 1 0 2.309091  2.309091
2 2 16 13.05091 ) .6464647

Estadisti'ca chi-cuadrada para un grado de libertad: 13.03704

Chi cuadrada recalculada con correccién de Yate“s: 8,940682
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Al comparar la x* de tablas x2 (.01,1)= 6.635 con el resuitado de la
prueba podemos observar que la x* calculada es mayor (13.03%04 > 6.635) que
Ia x? de tablas. Por lo tanto estos resultados sugieren una relacion significativa
entre los animales tratados que sufrieron la babesiosis y los no tratados que no

la sufriaron y los sanos.

Ir fluor ia indi Aqui se observé que I(;s provmedios en el

nivel de titulacién de antlcuerpos estuvisran por abajo de Ia dilucién A 1000 en

la mayoria de los grupos vacunados, dandu el mayo p medio n el nivel de -

titulacion el grupo vacunado con la dosis de 10' ien L promedlo da 1: 1200

el dia 8 pos-desafio. El grupo control preaemé unvmarcado incremento en su
promedio de nivel de titulacién de amicuerpos solo hasla el dfa 10 pos-desafio,
an el cual obtuvo un promedio de 1:6000 en surnivel de antlcuerpos titulados

{var gréfica 1).
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EXPERIMENTO PARA OBTENER LA DOSIS DE DESAFIO ANTES DE DESAFIAR

A LOS ANIMALES VACUNADOS

Temperatura rectal: Aqui se pudo observar que los grupos de animale;
inoculados con las dosis 10* y 10° de la cepa de campo de B. bovis no sufrieroﬁ
i;umento notable en su promedio de temperatura, los animales de los grupos 10°

-y 107 si sufrieron aumento notable en su promedio de temperatura, el cual estuvo .
por arriba de los 40°C desde el dia 6 pos-inoculacién hasta el dla 9 pos-
inoculacién en el grupo inoculado con dosis de 107 en donde la mayoria de los
animales de esté grupo fueron tratados y de los cuales uno murid. Ef promedio
del grupo inoculado con dosns de 10° lleg6 a ser de 40°C solo hasta el dia8 pos- .

moculacién y se elevd solo un poco el dia9 pos-moculac:én. después da es(e dir

'ibajé y solo una de los ammales de esté grupo recibié tratamlemo. Mientras que L

en Ios anlmales del grupo inoculado con la dosis de 10" sufneron un marcado

lncremenlo del promedio de temperatura rectal a pamr del : 5 pos Enoculacu)n

hasta el dla9 en donde recibieron tratamiento y uno de ellos murio, el promedlo

de tempe:atura rectal se mantuvo por arriba de Ios I1°C todos estos dias. (ver
FIG. 5 GRAFS. 1.,5)
Hematocrito: En la mayo:ia de Ios glupos de animales utilizados se

encontré que el promedio en el porcen 'Ida no sufné cambios severos en




todos los dias pos inoculacion, solo el gvupo moculado con Ia d05|s de 10“ sufno

una matcada caida en su porcentaje promedm Y esto solo sucsdld hasta el d[a 9

pos inoculacion en el cual el promedio Ilegé a estarfp

lo cual indico el tratamiento de los amma!es va qus la t mperatuta también se

l.'nC(JlIlldbd elevada.({ver FIG.5 GRAFICAS de la 1ala 5)

Parasitemia: Esta solo se observé hasta el dia 8 pos-énoculacion en los
yrupos inoculados con dosis de 107 y 10° en donde en el primer grupo solo se
ubservaron formas sugestivas de Babesia bovis y en el segundo grupo
ohservamos tormas sugestivas en algunos animales y formas clasicas en uno de
quos de B. bovis. Al dia 9 pos-inoculacion observamos formas clasicas de B,
5nvis también en el grupo inoculado con dosis de 10°, asi como en los animales

. de fos grupos siguientes, esto también indicd el tratamiento de los animales, dos
animales del grupo inocuiado con dosis de 10%, vy todos lqs.animales de los
grupos inoculados con dosis de 10’ y 10%(Ver Cuadro No. 3).

Cabe hacer notar que dos animales de los grupos inoculados con las dosis‘
mas ailas (10’ y.10% muneron y antes de que esto sucediese presemavon los :
sngnns clinicos de Ia eufermedad observandose lamblén Ia marcada presencla de

desmdenes de npo cncefalmco en donde se observo ataxla, apemo pervemdo

(lragaban uena) ctc Esto A la’ presenc:a de Ios parémetros establemdos ‘en

lodos i0s animales e|r'grupo desafiado” con ‘dosis de 1 v(au’man(o en la
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temparatura, baja en el hematocrito y la presencia de parﬁsitds! n¢s dieron Is
pauta para tomar a estd como dosis de desaffo.

CUADRO No.3 Presencila de Babesia bovig (parasitemia} en ln‘nv
animales los dias siguientes al desafio con la cepa de cnmpo.

D{as 12-8-93 17-8-93 18-8-93 19-8-33 20-8-%3 21-8- 93

pos- [+] 5 T 8 3

desafic

Grupos/

Animales

20'  s08 - - - - - -
3383 - - - - - L.
6§01 - - - - - Co-
3390 - - - - - -

0% 3590 - . - - - -
618 - - - - - .
607 ST . - - - - -
3363 . - - - - -

10% 3372.. S s - - - -

Y T - . . ; A

3371 - B - - - e
L1 R S - - - +

107 3385 . - - - - -

. 0617 - - - + * . +
33683 . - - - : - - -+ -
555 - = - - - - Ty

100 s12 . - - - - - + ++
0610 - - - - ++ ++
3370 . - - - - + [23
NAS87 - . - - - - ++

- No presencia de B, bovis
+ Fresencia de formas sugerentes de_B. bovig,
++ Presencia de formas clésicas y sugerentes de_B. bgv;g,
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quma No 5§ Gralkaz 1y 2 delosp ios de y je de caida,
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Figura No. 5 Graficas 3 y 4 de los promedios de lemperélum y porceﬁlaje de caida -
del hematocrito del expatimento en donde se obtuvo la dosis de desafio, grupos 10°y 107
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Flﬂura No. 5: Gréfica . 5 de los promedios de temperatura y porcentaje de caida
del hematocrito del experimento en donde se obtuvo la dosis de desalie. grupo 107
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' DISCUSION

La ;Iiﬁbilidﬂq de la cepa [rradiada utilizada como inmundgeno quedo.
demaostrada on el presente trabajo; las manifestaciones clinicas observadas en loé
anlmale§ vacunados con la dosis de 10°, asi como con la muerte de uno de los
animales ’de esté grupo, probablemente debido a la gran cantidad de parasitos
iﬁoculados y no a la patogenicidad de la cepa utilizada, ya que en los demés
grupos vacunados la manifestacién clinica de la enfermedad no fue significativa
a la pos-vacunacion. Al desafio la capacidad inmunoprotectora de la cepa
irradiada se domostré, ya que la mayorfa de los animales vacunados no sufrieron
la enfermedad, siendo significativa la diferencia entre los animales vacunados y

los del grupo control damostrandose esto en la prueba de "ji cuadrada®, con la

axcepcién de dos animales que presentaron ligeras manifestaciones clinicas en

cuanto a 4 peratura y pr ia del parasito en los frotis {un animal del grupo
vacunado con dosis ’10“ y otro del grupo 107), esto se puede deber a otro tipo .
de circunstancias etiolé gicas como podtia ser una inmunbsqpresién ocaslonada
por algun virus del Complejo Respiratorio Bovino o a la’ p'oslble presencia de
Tuberculosis como entidad patolégica en estos animélesésl como una probable

reaccion al tipo de eritrocitos inoculados, ya que existen diferentes grupos
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sanguineos en los bovinos 0 a bvobahles (aciores idiosihciéllc’os

Buening y caI en 1986 demustramn que al uul;zar una cepa clonada de

Babesia bovis, as como el cumvo onginal del cual 1ue oblemda Ia clana,

utilizando una dosis vacunal de 10" observé que el purcemaie de caida de!

hemalocrito (u del 5 ) dm asi como una respuesta febnl malcada Yy

parasttemia por alrededor de 3.8 d(as en promadio. tambrén obtuvo mulos en IFl

de 1: 10 240 8 Ios 77 dlas'pos-inoculac:dn Al desaﬁo (os ammales vacunados

‘con estas clona no ,.‘ alguna e accld clfnlca(9)

Yunker y col en 1987 ohservaran en hovinos ‘esplenectomizados
inoculados con una cepa atenuada de Babes/a haws medname cuitivo in vitro que
el ‘porcentaje en promed(o de cafda del hemalocrlto fue del 49%, en la
temperatura obtuvé un promedio de alrededov de 41°C, encontrando una
parasitemia no > 0.1%, queda;ldo asidemostréﬂa]ﬂa capacidad inmunoprmectbra
de {a cepa utilizada (KBb) de fa ciaf sa de.n;i‘vé 1a clona irradiada utifizada en este
trabajo{82).

Bock ¥ éal. observaron en 1991‘ que:'ﬁi:i;iiiizhr'dha'}:ébé ﬂra&iada de

Babes:a bovis el pmmedio enla ca(da def, hematocnto {ue alrededor de 43.2%,

us! mismo al desafro ohsevvaron una pobre protecc 'n inmunolégrca dada por

ests cepa "L"(7l

2ar una clona de Babes:a blgemma

Dela mléma 1oFma,'Hérnandéz au

irradiada 'obse.r\'(é urjq (edl_.l'cc(t'in'd hembalq ito del 35% m:entras que al uuluzar



una cepa de campo la raduccién fue de un 86%(30) 1':'n " 974 Blshop \ Adams"

all las B. bigemnina lrr: diads en l‘:' "v--intactosiobtuvleron una reduccién del R :

hemalocnto de| 26% en comparaclbn eI 8% obtenido en bovinos Inoculados,
. con parésnus no uradlados(S)
Pérez en 1992 menclona que al Inocular B bovis uradiada a dlferentes

dosis se obtuvleron valores de dismuniclén del hematocvito difelemes, por

ejemplo _‘en pn gtupo obtuvo una disminucién del 14%, que:fue el grupo‘
vat@ﬁnadé con ia t.;lb;is rﬁés baja (10°) y en el grupo vacunado con dbvsib_s de 1’0" |
. obtuvohn p;arhedio de baja del hematocrito del 27%(55) : -
‘ En esie trabajo se obtuvieron diferentes promedios de reduccién en el
v povcsn!aje de caida del hematocrito esto dependio de Ias dlfeventes dosis

_vacunales aplicadas, siendo el mayor encontrado al desafio. en los anlmales del

grupo comrol an donde estuvo por alrededor del 27%~de fda, y en donde la

) lempavi!uva se mantuvo por artiba de los‘40"C;dubrante’po! lo menos 4 dias

. :pos'd'esélib. B

dlluc|6n pov osfvacunaclén Y

Meeusen ycal,

ancomrandose ba;os al momento de ser desafiado: los ani

menclonnn la leoria que seilala que los niveles cons(ames o altos de anllcuerpog

quizu se deban al dasatrollo de una respuesta humoral anamnésica mediada Y
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debendieme de la proliferacién de células B de memorial47).

James y col. en 1881 encontraron que los niveles de anticuerpos en el

suero bovino, despues de haber vacunado dos veces con antigenos solubles de
8. bovis ocasionan una respuesta anamnésica fuerte y una gran presencia de
di’ltlcuerpos en las diluciones para la prueba de IFl sucediendo esto en los
animales vacunados al desafio, en contraste encontraron que los animales del
ﬁrupo control presentaban niveles relativamente bajos en comparacion con los
animales vacunados en cuanto a la presencia de anticuerpos pero demostraron
una répida respuesta al desafio.
Ellos encontraron que los niveles bajos de anticuerpos estan presentes cvando
8@ encuentran los niveles més altos en la parasitemia, maencionan también una
variacion constante en los niveles de anticuerpos quizd debida al estrés
bonstante al que eran sometidos sus animales utilizados(32).

Figueroa y col. en 1992 encontraron en un grupo de animales que su nivel
tjd anticuerpos para 8. bigemina segufa igual si habfan sido desafiados con una
tdpa homdloga y de no ser asl, al utilizar una cepa heterdloga el nivel de
aitticuerpos se incrementaba ain mas que en el primer contacto(28).

En el presente trabajo podemos deducir que los animales una vez
vacunados adquieren cierta inmunoproteccién, ya sea esto con dosis altas o
dosis bajas, y que al desafio se comportan de forma buena con sus das

excepciones.
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Ristic en 1984(60) hizo una tabla en la cual comparé los diferentes
tipos de vacunas utilizadas contra el control de la babesiosis ubicando a las
vacunas irradiadas con categoria de btienas y quado da la sigulente forma(ver
tabla de la pag. 68}. El no encontré Informacién en lo que respecta a una
pasibilidad de causar infeccién por parte de la vacuna de pardsitos irradiados, en
aste trabajo observamos que al Inocular dosis vacunales muy altas se puede
prevocar una Infaccién, asf como la muerte de los animales, pero tampoco
encontrzamos informacién de que sste tipo de vacunacién pueda revertir a la
virulancia. La produccién de aste tipo de vacunas 83 muy costosa y es por 8s0
que su reproductibilidad es mala asf como su posible comercializacién es casi
nula. En cuanto a la capacidad de dar un adecuada proteccién podriamos decir
que o3 buena y que valdria la pena hacer més estudios para saber en un futuro

que otras alternativas nos pudiera dar.
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Métados da vacunacién contra o babesiosis bovi jas v d jas (60).

Tipo de ‘Hepraduc- Potencial Potenciai  Posibilidad Grados de  Eficacia
vacuna tibitidad de comer  de causar  de revertir inmuniza-  de .
cializecién  infeccién 8 la virulencia  clén protaccién

1.- Viva

a. Premunizacién - Mala No i Si Bejos Buena

b. Parasitos Mala No NI Nt Bajos Buena
Irradiados

c. Atenuada Varriabla No Si s Bajos E ﬁuenn
por pasaje el B

2.- Inacivads

a. Corpusculer Mala B No‘f - ',_Ninguno“; .. Ninguno - '-,"rAhoa,;- " Poca:
b. Antigenos Mala .No ’ Nlnéuno .V'VNIn:guno' :_Ahos . Poca
solubles R B TR e T R g e

¢. Antigenos Mala No .- 7. Ningune .- Nlnghno, anlos'k foca
solubles dol ' . I '
plasma

d. Exoantigenos Buena Si ' Nlnal-.rhoi : 'Ninﬁun‘d Bajos Moderada -
derivados de e
cultivo celular

NI=No infarmacién
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CONCLUSIONES Y/O RECOMENDACIONES

-Queda demostrada la capacidad inmunoprotectora de ia clona irradiada 5b de
Babesia bovis.
-La inmunoproteccién otorgada por este tipoc de vacuna es buena y puade ser
una excelente alternativa para el control de la babesiosis en México.
-Podemos sugerir que la dosis adecuada para el uso como vacuna sea la de
10° GR, ya que confiere proteccién, es ficil de producir, ficil de administrar
y NO provoca reacciones severas a la pos-vacunacién, pero con su adecuado
seguimiento en este periodo se puede garantizar su completo exito, el tnico
problema con el que nos enfrentarfamos seria el de su conservaci6n a largo
plazo.
-De la misma forma se sugieren mayores estudios en cuanto & la capacidad
de la vac_:una'eh un desafio en el campo, ya que es ahi donde realmente se
evaluarfa su capacidad Inmunoprotectora y sf es 0o-no viable como
Inmunégeno, para éue pueda ser producido a grandes escalas.
-Ast mismo se sugiere que se sigan los estudios en cuanta a la Importancia de
la babesiosis, para poder seguir desarrollando mas tecnologfa y vacunas que
puedan ser méds viables en cuanto a su utilizacién, su conservacién y su

praduccién.
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-Mientras tanto no se llegue a tener un adecuado medio de prevencién de la
babeslosis esta seguird teniendo una gran ralevancia dentro de la ganaderia
mexicana y de todo el mundo, asl como un gran peso dentro de la economla

de todas las naciones que la padezcan.
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APENDICE No.1

PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA PARA EL DIAGNOSTICO -
DE Babesia spp.

Desarrollo de la prueba.

1.- Las laminillas o frotis de antigeno se desecan introduciendolas en un matraz
que contenga Cloruro de Calcio, conectado a una bomba de vacio durante 1 hora.

2.- Se fija el antigeno en acetona durante 30 min. y se dejan secar al aire
inmediatamente.

3.- Con lapiz graso se marcan circulos y se colocan los sueros diluidos.(1:80)

) en una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2,

4.- Incubar en cadmara humeda a 37° C durante 30 min., posteriormente se
efectuan dos lavades con PBS y una vez con agua2 deatilada, se dejan secar las
laminillas.

5.- El conjugado una anti-lgG bovina en conejo con Isotiocianato de
fluoresceina (Cappel Lab.), diluida 1:40 con PBS, se aplica en cada uno de los circulos
trazados, y se incuba a 37° C durante 30 min. en caimara humeda. Enseguida se lavan
1as laminillas con PBS(2) y agua destilada(1), se dejan secar.

6.- Se agrega una gota de glicerina fosfatada en cada circulo y se observa al
microscopio de luz ultravioleta.

7.- La interpretacién se hace mediante la presencia de 108 cuerpos babesiales

fluorescentes en el suero control positivo y su ausencia en el suero control negativo.
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APENDICE No.2

TEMPERATURAS Y HEMATOCRITOS DE LOS ANIMALES DEL GRUPO 10°

LIA/ANIMAL
4] .

3
15
23
27
72

101
128
157
180
184
185
186
187
188
189

TEMPERATURAS ¥ HEMATOCRITOS DE LOS ANIMALES

DIA/ANIMAL
0

186
187
188
189

504
19732
41/26
40.5/21
RIP

3325
18.67/32
38.7/30
40.9/23
35.5/24
39.1/27

/28
/31
/35
/32
/28
40/28
39/24
39.1/30
38.7/29
38.7/26
39.6/26
38.5/29

SN2
38.5/32
41/24
40/16
19,5/20
39.3/24

/17
/21
/21
/28
/29
39.7/27
39.6/25
39.4/24
38.2/27
39.4/27
39.1/21
38.9/24

3306
38.2/28
-/ 34
40.8/30
39/22
39.1/23

/-

38.8/29
38,7/29

72

476
38.7/31
-/ 26

38.5/27

3369

“39/29

40/28
39.9/22

38.8/25
39.7/29

507
38.5/31
41/23
40/16
39.5/20

39.2/23

/_
/32
/29
/29
/28
40/28
39.5/24
39.4/26
38.8/25
38.9/25
38.9/25
38.4/28

DEL GRUPO 10°
3322
39/32

T 41/32

41/23
39/ -
39.2/24

732
/22
/29
/28
39.7/29
39.8/29
40.6/27
40.3/29
40.7/25
40.5/22
38.8/23



TEMPERATURAS Y HEMATOCRITOS DE LOS ANIMALES DEL GRUPO 107
3352
39.1/38
39,8/32
41/30
39.5/25
39/30

DIA/ANIMAL
) [

5
8

15
23
27
72
101
128
157
180
184
185
186
187.

‘188
189

TEMPERATURAS Y KEHATOCRITOS DB LOS ANIMALES
e RE500 7.
~39:5/31
39,5730 ¢
7°39.2/32
-38.9/28

DIA/ANIMAL

490
39/32
39.4/31
40.7/28
39/28

3341
39.2/33
39.5/29
39.8/32
39/28

38.8/26

491
Z /357

.39.1/32

39.4/28
/-
/28
/26
/..
/35
38.5/29
39/32
39/25
39.3/24
38.9/33
38.8/33
38.4/33
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38.4/35

3320
39/27
39.2/29
40.4/26
38.8/14

38.4/28

DEL GRUPO 10°
3350

39.2/30
40.7/30

41/27

39.8/22
39.3/29

39.4/30



TEMPERATURAS Y HEMATOCRITOS DE LOS ANIMALES DEL GRUPO 10°

DIA/ANIMAL . ON1 541 3323 3350
0 39.1/32 39.5/31  39.2/34 3%.2/32
5 39.4/28 38.9/30 39.4/32 39.5/36
8 - 40.7/20 40.0/26 39.7/31 40.3/27

15 . 38.9/24 39.6/27  39.7/27 40.2/21
23 39.2/21 39.5/23  39.2/28 39.9/28
27 /26 /- /29 /28
72 /29 /29 /32 /-
101 /32 /24 /26 /29
128 /29 /27 /35 /30
157 /28 /27 /27 /27
180 38.9/25 39.5/27 39.4/27 40.1/26
184 38.8/25 39.1/24  39.3/26 39.2/25
185 38.5/27 38.6/24  39.2/29 39/26
186 38.2/27 39.3/24  39.1/29 38.7/26
187 38.2/26 38.7/26  39.1/27 39.2/-
188 38.6/25 38.3/22 38.7/25 39.2/22

189 38.4/27 38.4/27 ig/27 38.6/27

TEMPERATURAS Y HEMATOCRITOS DE LOS ANIMALES DEL GRUPO GRN

le,ANIMAL 506 3337 557 535
39.,2/32 39.1/33 39.1/30 39/37
5 39.8/30 39/33 39.3/27 39.8/31
8 39/31 38.4/33 39.3/26 39.8/31
15 39.a/33 39.6/31  39.6/31 39.5/34
21 39.1/29 39/28 39.6/30 39.9/29
27 /- /- /31 /35
72 /31 /31 of - /31
101 /25 /217 /27 /30
128 /28 /31 /30 /29
157 /26 /28 /30 /30
" 180 39.1/25 39.8/25 39.8/29 39.6/27
184 10/25 a0/24 40.3/28 39.4/27
189 40.3/20 40.6/24 40.1/25 39.9/21
186 40.1/25 41.2/25 39.9/25 39.6/25
187 41.6/22 41.2/22 40.3/23 40.2/25
188 41.5/23 41.2/20 40.3/22 41722
189 39.7/22 39.7/21 40.1/21 39.8/21
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