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RESUMEN

El objetivo de éste estudio, fue obtener a través de animales multiplicadores, un nimero alto de
dosis de inmuntgeno mixto de Babesia bovis y Babesia bigémina, que fuera probado ser inocuo,
que redujera los costos de produccion en forma dréstica y que fuera capaz de inducir una respuesta
inmune en animales vacunados para resistir la confrontacion de aislados de campo en condiciones
controladas. Para esto se utilizaron 35 bovinos mayores de 15 meses, libres de anticuerpos contra el
protozoario, provenientes de una zona libre de garrapatas Boophilus spp, (30 animales
experimentales y 5 bovinos esplenectomizados e inmunodeprimidos para la reproduccion de las
cepas vacunales y aislados de desafio). Se dividieron a los animales en cinco grupos: el grupo 1 de
diez bovinos inoculados con inmunégeno mixto, el grupo 2, de cinco bovinos inoculados con un
inmunogeno contra B. bigemina y el grupo 3, de cinco bovinos inoculados con un inmunégeno contra
B. bovis, todos provenientes de los animales multiplicadores; el grupo 4, de cinco bovinos inoculados
con un inmunégeno mixto proveniente directamente de cultivo in vitro (testigo de vacunacion), y el
grupo 5, -de cinco bovinos sin inéculo (testigo de desafio). La dosis de inoculaciéon de bovinos
multiplicadores fue de 1x10° eritrocitos infectados (ei) de cada especie del parésito, la dosis de
vacunacién de los animales experimentales fue de 1x107 ei, y la dosis de confrontacién de los
mismos fue de 1x108 ei, con aislados patégenos. El desafio se realizd 54 dias posvacunacion.
Mediante el uso de animales multiplicadores se logré obtener parasitemias de 1.14% y de 0.5%
para B. bigeminay B. bovis repectivamente, las cuales indican que con solo un volumen de 4 litros
de sangre se obtuvieron 10,000 dosis de inmundgeno contra B. bovis y 22,000 dosis contra B.
bigemina. A la inmunizacion de los animales experimentales se observaron cambios minimos en las
variables estudiadas (Volumen Celular Aglomerado (VCA) y temperatura rectal). Al desafio de estos
animales en el que se utilizaron inmuno6genos frescos se observo un grado de proteccion adecuado
ya que ninguno mund y las variables medidas no sufrieron cambios importantes. Del grupo testigo
1animal muri6 y dos sufrieron cambios notables en el VCA.
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I. INTRODUCCION

Es evidente que el tropico mexicano produce una cantidad considerable de leche atn cuando
predominan cruzas de Cebd con Criollo, Suizo pardo y en menor grado Holandés. De la misma
forma, miles de cabezas de ganado especializado han sido transportadas a éstas areas y la muerte
por babesiosis ha sido la causa comun de pérdidas en animales recién llegados. (Bamet, 1974).

La babesiosis bovina es una de las principales enfermedades hemotrdpicas que se reconocen en las
regiones tropicales y subtropicales y cuya etiologia coresponde principalmente a cuatro especies,
Babesia bovis, B. bigemina, B. major y B. divergens (FAO,1978), los cuales son protozoarios
'intraeritrocitioos, transmitidos por acaros hematéfagos conocidos como garrapatas.

La babesiosis ocasiona el 25% de mortalidad entre los animales jovenes y de un 50 a un 90% en
animales adultos (Osomo, 1978, Quiroz, 1988). Los animales qué llegan a recuperarse quedan
como portadores asintomaticos, disminuyen su produccién lactea, la ganancia de peso y el
desarrollo somatico, ademas pueden llegar a sufrir abortos (Kuttier, 1986, Quiroz, 1988).

Las especies de B.bigemina y B. bovis han sido identificadas en el continente americano como
causantes de la enfermedad en bovinos, las que ademas tienen una alta prevalencia a nivel mundial.
Hasta la fecha son varios los ensayos que se han realizado tratando de encontrar agentes
inmunizantes contra babesiosis; sin embargo, ain no existe en México un método comercial para
prevenir la enfermedad. En Australia se dispone de vacunas vivas contra la babesiosis bovina,
aunque son de dificil manejo. (Morilla, 1981).

A partir de la primera descripcion de B.bovis (Babes, 1888) y del descubrimiento de que la garrapata
Boophilus spp. (Smith y Kilborne, 1893) era el vector biolégico de B.bigemina se han realizado
numerosos ensayos para el control de la enfermedad producida por estos protozoarios sanguineos .
Estas incluyen el control y emadicacion del vector, el ataque directo contra Babesia mediante
productos babesicidas, la premunizacién con sangre proveniente de animales afectados, la
vacunacion con antigenos inactivados del parasito (Smith ef .al 1979, y Timms et al. 1983); o bien,




con eritrocitos infectados con parasitos afenuados mediante pases continuos en cultivo in vitro e
irradiacion (Hernandez 1990; Cant6 et al 1996; Figueroa, et al 1998.).

Trabajos previos realizados por investigadores del CENID-PAVET desde el afio de 1988 han
demostrado que se cuenta con una cepa de B.bigemina atenuada (Vega et al. 1985) y otra de B.
bovis clonada e imradiada, (Rodriguez, 1983), que después de ser evaluadas en condiciones
controladas y de campo son capaces de proteger a méas del 30% de los animales vacunados contra

la confrontacién de aislados patbgenos. Sin embargo, el costo y lo.laborioso de su produccién asi
como las pocas dosis que pueden ser preparadas mediante cultivo in vitro, hacen necesario el contar
con un método de produccion que reduzca costos, facilite su produccién y que esta se pueda llevar a
cabo inmediatamente sin depender de insumos de importacion.




. REVISION BIBLIOGRAFICA

DEFINICION

La babesiosis es una enfermedad parasitaria transmitida por garrapatas de hospederos mamiferos,
causada por protozoarios intraentrociticos del género Babesia la cual es manifestada-por anemia,
fiebre, hemoglobinuria y a menudo muerte (McCosker, 1981).

TAXONOMIA _
De acuerdo a Levine (1982) y al Comité de Sistemas y Evaluacion de la Sociedad de
Protozoologistas (Levine ef al. , 1980), Babesia clasificada de la siguiente manera:

Reino. Protista
Subreino. Protozoa
Phylum lll. Apicomplexa
Clase 2 Sporozoa
Subclase 3. Piroplasmia
Orden 1. Piroplasmida
Familia. Babesiidae
Género. Babesia

A la fecha se han descrito méas de 70 especies de Babesia, de las cuales se considera que solo 18
causan enfermedad en diferentes mamiferos domésticos y solo se conocen los vectores de 15 de
ellas (Levine, 1982).

Cuatro especies de Babesia destacan por su importancia economica al afectar a los bovinos (F.A.O.,
1975). Estas especies son B.bovis (Babes, 1888), B.bigemina (Smith y Kilbome, 1893), B.divergens
(M’ Fadyean y Stockman, 1911) y B.major (Sergent et al., 1926).




DISTRIBUCION GEOGRAFICA
B.bovis y B.bigemina tienen una amplia distribucion mundial que corresponde a la distribucion de
sus vectores, las garrapatas B. microplus, B.decoloratus y B. annulatus (Quiroz, 1988).

Esta enfermedad persiste en regiones tropicales y semitropicales del mundo entre el paralelo 32
latitud sur y el paralelo 40 latitud norte del ecuador. Aparte tiene un importante impacto econémico
en la ganaderia, especialmente en los paises no desarrollados. La presencia de babesiosis presenta
un obstaculo para la introduccion y establecimiento de mas ganaderias en esas regiones (Ristic,
1984).

EPIDEMIOLOGIA

La transmision de Babesia es un proceso complejo el cual se forma por 3 elementos: vector, parasito
y huésped; sin embargo, existen una serie de factores que pueden modificar la transmision de ésta
enfermedad, entre estos se encuentran la infeccion del vector, temperatura ambiental, etc.

Infeccion del vector.

La infeccion del Ixodido B.microplus y B.annulatus con Babesia spp. ; es un ciclo complejo, que se
inicia desde que ingieren sangre del hospedero. Pero hay que tomar en cuenta que B.bovis se
transmite Unicamente por larvas y B.bigemina por ninfas y adultos (Mahoney y Mimre 1979, Potgieter
y Els, 1977). Las larvas pierden la infeccion luego de haber ocurrido la transmision, impidiéndose de

esta forma la transmision vertical.

Edad de las garrapatas.
Las larvas de B.microplus que son sometidas a 14° C y 95% de humedad relativa, han sido capaces
de mantener viable a B.bovis durante 65 dias y estas larvas pueden sobrevivir en esas condiciones

hasta 200 dias.




Factores fisicos.

- Temperatura: la ovoposicion a temperaturas de 30 a 37°C, inducen el desarrolio de estadios
infectivos de B. bovis y B.bigemina en B.microplus.

- Humedad relativa; es uno de los factores mas importantes para el desarrollo de la garrapata,
aunque no importante para el desarrollo de Babesia spp. , se considera un nivel 6ptimo el 80%.

Factores del hospedero.

- Factores genéticos: se ha demostrado la diferente susceptibilidad e infecciones con Babesia por
determinantes genéticos (Mahoney, 1972). Se sabe que el ganado Bos indicus, es mas
resistente que el Bos taurus a B.bovis (Jonhston ef al. , 1978).

- Edad: desde las primeras observaciones hechas por Smith y Kilbome en 1893, se observé que
los becemos resistian mas la enfermedad y esto es debido a la ingestion de anticuerpos
calostrales transmitidos por hembras inmunes (Hall ef al. 1968, Trueman y Blight, 1978). Debido
a esto, los becerros menores de 2 meses quedan protegidos de la enfermedad clinica mas no de
la infeccion. También la edad puede determinar la severidad de la infeccion (Rogers, 1971).

Inmunidad.

Se adquiere activamente contra las babesias por exposicion del hospedero al parasito vivo o
inactivado o bien por productos de los mismos. La respuesta inmune del hospedero controla la
parasitemia destruyendo los parasitos, ertrocitos y deteniendo tanto crecimiento como la
multiplicacién de la Babesia (Phillips, 1971; Mahoney y Goodger, 1972, Callow, et al. , 1974 ). Si los
animales sobreviven a la fase aguda de la infeccion, quedan inmunes a la reinfeccion con la cepa
homdloga. Se ha reportado que existe un estado de inmunidad estéril con una duracién hasta de
varios afios, lo que indica que no Gnicamente la premunicion es necesaria para mantener un nivel
estable de inmunidad (Callow et al. , 1974). En zonas endémicas de la enfermedad, los animales
que la sufren y reciben quimioterapia, van a ser inmunes contra el parasito de por vida; ya que al ser
reinfectados inmediatamente posterior al tratamiento muestran respuestas secundarias
suficientemente fuertes para resistir esta segunda confrontacion. Ademas como se menciono




anteriormente, se presenta una inmunidad estéril, ie., la existencia de inmunidad sin presencia de los

parasitos.

CICLO BIOLOGICO.

Desarrollo de Babesia en el vector.

Las garrapatas Boophilus son el principal vector de B. bigémina. Estas garrapatas son consideradas
hospederos desde el desarrollo y fa muda de los estadios de la garrapata (larva-ninfa-adulto), que
toma lugar solo en animal infestado (Friedhoff and Smith, 1981).

Una garrapata hembra no infectada adquiere la infeccion primaria mientras se alimenta de un
hospedero infectado (Callow and Hoyte, 1961). La infeccion es adquirida durante las Gltimas 16 a 24
horas antes que deje de alimentarse del hospedero (Callow, 1968).

Riek (1964), demostré que temperaturas abajo de 20 °C inhiben completamente la infeccion por
medio de la alimentacién de B. microplus con B. bigemina. Los parasitos que estan en el hospedero
infectan la sangre y posteriormente las garrapatas susceptibles comienzan a adquirir la infeccion en
el lumen intestinal al alimentarse de este.

Dentro del intestino de la garrapata B. microplus se han identificado en las primeras 24 horas
diferentes formas de B. bigemina y no se ha podido observar una relacion directa entre ellas, con
base en caracteristicas morfolégicas y similitudes con otros géneros Ampicomplexa; Young y
Morzaria en 1986 sugirieron que podrian representar formas similares a los gametos y el cigoto
respaldados en los trabajos de Friedhoff y Smith en 1981. Las formas de B. bigemina en el intestino
de la garrapata es probablemente un estadio sexual. (Friedhoff and Buscher, 1976; Weber and

Friedhoff, 1977).

Existen estados intraeritrociticos ovales o esféricos que se desarrollan a parasitos con rayos y que
son estados sexuales (Mehlhom and Schein, 1984); para ofros autores representan formas
degeneradas que proliferan durante el mantenimiento artificial de cepas y no son precursores de
formas infectivas para garrapatas (Stewart, 1978, Dalgliesh et al. , 1981, Stewart et al. , 1986).
Después se observan formas esferoides intracelulares, las cuales se convierten en un cuerpo de




fision que libera hasta 200 formas conocidas como quinetos o vermiculos en el limen intestinal
(Friedhoff y Smith, 1981); estos migran hacia la hemolinfa, ya que atraviesan el intestino y penetran
a los 6vulos antes de que estos se cubran de quitina (Smith, 1978). Después de la ovoposicion y
mientras se desarrolla el embrién, los quinetos invaden las células del intestino y se forma ofro
cuerpo de fisién liberandose una segunda generacion de quinetos (Riek, 1964). Estos se van hacia
las células de las glandulas salivales por medio de la hemolinfa y se presenta una fase de fision
multiple con la liberacién de miles de cuerpos anulares que se convierten en piroblasmas (peras)
(Smith, 1978), las cuales son las formas infectantes de Babesia que inoculan las larvas en caso de
B. bovis (Friedhoff y Smith, 1981) o las ninfas o adultos en caso de B. bigemina al bovino (Callow y
Hoyte, 1961, Riek, 1964, Morzaria et al., 1977, Potgieter and Els, 1977).

Desarrolio de Babesia en el hospedero vertebrado.
El ciclo de vida de Babesia en los mamiferos ocurre exclusivamente dentro de los eritrocitos
(Friedhoff, 1981).

Los esporozoitos de Babesia transmitidos transovéricamente por la garapata, entran al eritrocito
directamente (Young and Morzaria, 1986). Este mecanismo no esta completamente entendido, pero
la invasion de merozoitos ha sido bien estudiada. Esta invasion es un proceso activo que envuelve §
pasos: 1) contacto entre el merozoito y el eritrocito, 2) orientacion del polo apical del merozoito a la
superficie del eritrocito, 3) fusion de membrana entre el merozoito y el eritrocito, 4) descarga del
contenido de roptrias y 5) invaginacion de la membrana del eritrocito y entrada del merozoito (Young
and Morzaria, 1986). Durante el paso final e! limite de la membrana del eritrocito no es destruido, el
parésito esta cerca de ésta membrana. En el desarollo la membrana desaparece y el parasito se
introduce al citoplasma del eritrocito (Rudzinska, 1981). El parasito es ahora llamado trofozoito
(estado de alimentacion) y es una division asexual en el eritrocito (Methom and Schein, 1984).

Los merozoitos producidos en los eritrocitos abandonan la célula e inmediatamente invaden mas
eritrocitos. Esta division asexual continia indefinidamente hasta que muere el huésped y es
eliminado el parasito o es ingerido por otra garrapata en la Ultima fase de replecion (Rudzinska,
1981).




PATOGENIA

Se sabe que los elementos introducidos por las garrapatas al bovino invaden los eritrocitos, en los
cuales se dividen por fision binaria longitudinal tomando la forma caracteristica de pera (Kuttler,
1986, Morzaria and Young 1986). La Babesia ejerce accién traumatica al liberarse del eritrocito,
accion expoliatriz al alimentarse de hemoglobina, accion mecénica al formar actimulos del parasito a
nivel capilar y por Gitimo una accion téxica con sus productos metabolicos (Quiroz, 1988).

El parasito altera las caracteristicas de la membrana, lo que provoca la formacion de anticuerpos
que actiian como opsoninas que fijan el complemento, aumentan la fagocitosis, ademas los
eritrocitos alteran su permeabilidad provocando una mayor fragilidad osmética que los predispone a
una lisis esponténea en los capilares sanguineos (Wright, 1973).

La causa de muerte en babesiosis ha sido atribuida a choque por inflamacion generalizada, debido a
la activacion de sustancias vasoactivas (Wright, 1972), a la formacion de complejos inmunes
antigeno- anticuerpo que sé depositan en el rifion ocasionando glomerulonefritis y a la coagulacion
intravascular diseminada complicada con trombosis pulmonar (Dalgliesh et al. , 1976).

SIGNOS

Las infecciones por B. bovis se asemejan en muchos aspectos a aquelios observados en
B.bigemina, sin embargo, existen algunas caracteristicas que las hacen diferentes. El nivel de
anemia es menos severo con B.bovis, pero con mayor frecuencia se ve involucrado el sistema
nervioso central en las infecciones con esta especie. Es generalmente aceptado que B. bovis es el

mas virulento de ambos organismos (Kuttler, 1986).

Los signos agudos de la babesiosis se manifiestan después de un periodo de incubacion de 8 a 14
dias (Kuttler, 1986). El primer signo de la enfermedad es el aumento de la temperatura corporal, 1a
cual puede alcanzar hasta 42C con una duracion de 2 a 7 dias o mas (Soulsby, 1982), durante este
periodo febril se desarrolla un cuadro anémico, acompaiiado de hemoglobinuria y taquicardia. En
este momento el parasito alcanza sus més altas tasas de reproduccion, llegando a destruir hasta el




75% de los glébulos rojos (Mahoney, 1977; Hildebrandt, 1981), con reduccién mayor al 50% en el
valor del hematocrito.

Al inicio de la enfermedad las mucosas estan palidas y la orina tiene un color normal; conforme la
lisis eritrocitica ocurre, las mucosas se toman ictéricas, el animal se debilita, enflaquece y la orina se
toma de color rojo vino. Al examinar la sangre, esta resulta de menor densidad, ligeramente rojiza y
de lenta coagulacion, con frecuencia la diarrea es seguida de constipacion acompafiada de moco y
coagulos de sangre (Kuttler, 1986).

Se ha sugerido que la anemia no solo es el resultado de la ruptura de los eritrocitos por la salida del
parasito, Mahoney en 1977 indica que los gldbulos no infectados pueden ser eliminados o
fagocitados probablemente debido a la adsorcion de antigenos de Babesia en su membrana, los
cuales son reconocidos como cuerpos extrafios.

LESIONES MACROSCOPICAS.

Los tejidos se encuentran de congestionados a pélidos de acuerdo a la prolongacion de la
enfermedad. Se presenta ictericia, pero quiza no sea tan obvia si la congestion es intensa (Callow,
1984; Morel, 1989). Hay hemorragias subserosas en el corazén y en los intestinos. La sangre fluye
aunque los vasos estén dafiados (Callow, 1984). La vejiga contiene orina roja, los rifiones presentan
varios grados de congestionamiento, hay esplenomegalia con sangre oscura y la pulpa ablandada,
hepatomegalia, la vesicula biliar esta llena de bilis granulosa. El corazén y los pulmones estéan
normales excepto por la variable presencia de hemorragias y manifestaciéon ocasional de edema.
Los pulmones afectados contienen una copiosa cantidad de exudado sanguinolento. El encéfalo esta
normal, pero si est4 infectado con B. bovis la materia gris de la superficie quiza esté distintivamente
rosada (Callow, 1984). La mucosa del abomaso presenta inflamacion catarral con pequefias
hemorragias y erosiones en la region pilérica. En la mucosa vaginal hay petequias (throz, 1988).




LESIONES MICROSCOPICAS

En cerebro hay distension en capilares por los eritrocitos parasitados. En bazo se observa reduccion
del radio de la pulpa roja y blanca. Los centros gemninales contienen pocas células y estan
rodeados por una capa de linfocitos, hay un gran nimero de células con cariorrexis y los macréfagos
contienen hemosiderina (Ristic, 1980). En casos severos .los rifiones estan afectados con
degeneracion tubular y depdsito de hemosiderina a lo largo de todas las nefronas (Callow and Mc
Gavin, 1963). En higado hay necrosis centrolobular, infiltracion de grasa, y neutréfilos en las areas
necrosadas. En pulmén los capilares estan congestionados y contienen, linfocitos, macréfagos y
neutréfilos. En el corazén se presenta subendocarditis, subepicarditis y hemorragias miocardicas.
Los grandes vasos presentan baja parasitemia, mientras que en los capilares periféricos sucede lo
contrario (Quiroz, 1988).

DIAGNOSTICO

El diagnéstico de la babesiosis se puede realizar facilmente si los signos son muy marcados y el
vector esta presente. Se debe de tomar en cuenta también la raza y ver si el animal es nuevo en la
zona de prevalencia de la enfermedad (Callow, 1984).

En el laboratorio se deben correr las siguientes pruebas:

- Observacion al microscopio de frotis sanguineos para confirmar la presencia del parésito en los
eritrocitos (Callow, 1984). El examinar el cerebro nos puede ayudar a diferenciar si la infeccion
es causada por B. bovis y B.bigemina.. La infeccion por B.bovis es caracterizada por un gran
nimero de eritrocitos infectados en los capilares del cerebro (Callow and Jonhston, 1963; Hoyte,
1971). La B.bigemina en el eritrocito del bovino asume varias formas.

- Evaluacién del hematocrito en donde se espera haya un descenso marcado que pueda ser
considerado de importancia (15-25%), esto nos confirma la presencia de anemia.

- Posteriormente se pueden correr pruebas serologicas para confirmar el diagnostico, tales como
Fijacion de Complemento, Inmunofluorescencia Indirecta, Hemoaglutinacion pasiva, Aglutinacion
capilar, Difusion en gel, Aglutinacion con bentonita y particulas de latex,
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Contrainmunoelectroforesis, la técnica de Ensayo inmunoenzimatico ELISA (Callow, 1984;
Morilila, 1978)

- Aparte existen pruebas para detectar el ADN del parasito como la prueba de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR), (Figueroa et.al, 1992).

CONTROL Y VACUNACION

Para el control de la babesiosis se han formulado muchas variables, las cuales van desde el control
y la erradicacion del vector de la enfermedad hasta el ataque directo contra la Babesia (Blood et.al,
1992).

Al vector se le ha tratado de controlar con bafios garrapaticidas (de aspersion o de inmersion)
(Callow, 1984), pero esto no es muy recomendable ya que en algunas explotaciones existe la
estabilidad enzodtica por infecciones naturales moderadas y el empleo de estos bafios interrumpe el
balance infeccién-transmision y se crea la inestabilidad enzootica con la cual aparecen severos
brotes de la enfermedad.

También es importante el control de la movilizacion del ganado ya que con esto se puede evitar que
entre ganado infectado en zonas libres (Pérez, 1992).

El método que se utilizé para la prevencion de la babesiosis bovina es la premunizacién, que
consiste en provocar la infeccion de manera confrolada en los animales susceptibles aplicando un
tratamiento especifico para, por un lado, permitir una suficiente estimulacién antigénica y por el otro
lado evitar fa muerte del animal portador (Bock et al. , 1992).

El método profilactico contra la babesiosis utilizado en la actualidad y desarrollado inicialmente en
Australia (Dalgliesh et al. , 1990) consiste en el uso de organismos vivos de reducida virulencia, los
cuales se obtienen después de realizar pases seriados en becerros esplenectomizados. Con el
advenimiento de técnicas que permiten la multiplicacion in vitro del parésito, las poblaciones que se
pueden utilizar en la vacunacién son més uniformes, ademas de que previenen el riesgo de
contaminacién por el nimero de animales e imposibilitan la posible reversion a la virulencia que
podria producirse debido a los constantes pases de sangre a los animales.
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Trabajos realizados desde 1988 por inyestigadores del INIFAP han demostrado que se cuenta con
una cepa de B.bigemina atenuada y otra de B.bovis irradiada que después de ser evaluadas en
condiciones controladas y de campo son capaces de proteger a mas del 90% de los animales
vacunados contra la confrontacion de aislados patégenos pero el costo es alto y su produccion es
muy laboriosa (Hemandez et al. , 1990; Canto et al. , 1996; Figueroa et al. , 1998; Canto et al, 1999)
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ll. OBJETIVOS

. Ver la posibilidad de multiplicar las cepas vacunales de B.bovis y B.bigemina en bovinos
esplenectomizados e inmunodeprimidos.

. Evaluar la inocuidad de las cepas atenuadas provenientes de los animales multiplicadores.

. Determinar el rendimiento de las cepas provenientes de animales.

. Evaluar la capacidad inmunoprotectora de las cepas atenuadas de Babesia provenientes de

animales muttiplicadores en contra de la confrontacion controlada de aislados patogenos.
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IV. MATERIAL Y METODOS

LOCALIZACION

El presente estudio se realiz6 en las instalaciones del Rancho Gonzélez Blanco (GB), que pertenece
al Comité Estatal de Fomento'y Proteccion Pecuaria del Estado de Querétaro, y esta ubicado en el
municipio del El Marqués a 27 Km. de la Ciudad de Santiago de Querétaro.

MATERIAL BIOLOGICO

Microorganismos experimentales.

Se utilizaron dos cepas de Babesia derivadas de cultivo in vifro, previamente demostradas como
atenuadas, las cuales se identificaron como BIS para B.bigemina (Vega ef al. , 1985) y BOR para
B.bovis (Rodriguez ef al, 1983). Los protozoarios se multiplicaron en el laboratorio de acuerdo a lo
descrito por Palmer ef.al. , (1982) y Vega et al (1985) elaborandose las dosis iniciales de
inmunizacién para los animales multiplicadores, las que fueron de 1x10° para ambas especies. El
inmunégeno se inoculé fresco a dos animales receptores, uno con cada cepa. Es muy importante el
aclarar que los animales multiplicadores de los hemoparésitos, tuvieron que ser inoculados con las
cepas semilla provenientes del cultivo in vitro, ya que si esto no se hubiera realizado, posiblemente
se hubieran dado las condiciones para que las cepas originales hubieran revertido a la virulencia. Asi
mismo y para expandir el inéculo de confrontacion que se tenia congelado, se utilizaron dos bovinos

uno para cada especie de Babesia.

Animales experimentales.

Se utilizaron 30 bovinos Bos faurus, mayores de 14 meses de edad y provenientes de Cuatro
Ciénegas, Coahuila, zona libre de garrapatas Boophilus. Se tomaron muestras de suero para
verificar su negatividad a anticuerpos contra Babesia spp, Anaplasma marginale, Brucella abortus,
IBR, BVD y Leucosis bovina. También se les practico la prueba intradérmica de tuberculina para

determinar su negatividad contra Mycobacterium bovis.
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Animales multiplicadores.

Se utilizaron 3 bovinos del mismo origen que los animales experimentales, los cuales fueron
esplenectomizados e inmunodeprimidos con dexametasona durante 5 dias consecutivos a una dosis
de 6 mg por dia. El mismo dia de la operacién dos de los animales fueron inoculados, uno con una
dosis de 1x109 eritrocitos infectados con B. bovis procedentes de cultivo in vifro y el otro con la
misma dosis y el mismo origen pero de la especie bigeminé.

DISENO EXPERIMENTAL

Vacunacion

Los animales experimentales se dividieron al azar en cinco grupos. El grupo 1 consistio de 10
animales y recibié un inmunégeno mixto proveniente de los animales multiplicadores a una dosis de
1x107 de cada especie de Babesia. El grupo 2 formado por 5 animales recibi6 un inoculo de B. bovis,
proveniente del bovino multiplicador. El grupo 3, de cinco animales, recibié un inbculo de B.
bigemina también de origen bovino, el grupo 4, primer grupo testigo, de cinco animales, recibié un
indculo mixto de parasitos frescos derivados directamente de cultivo in vitro a las dosis descritas
para el"'grupo 1y el grupo 5 también de cinco animales fue el grupo testigo de confrontacion y no
recibié tratamiento alguno.

Confrontacion.

Cincuenta y cuatro dias después de la inoculacion, todos los grupos fueron confrontados con
aislados de Babesia obtenidos de infecciones de campo a una dosis de 1x108. El grupo 1 fue
confrontado contra ambas especies del parasito, el grupo 2 solo contra B. bovis, el grupo 3 con B.
bigeminay los grupos 4 y 5 con las dos especies del protozoario.

Variables medidas.

A todos los animales se les tomo la temperatura rectal y también se obtuvo sangre de los vasos
sanguineos de la base de la cola en su parte inferior, con la cual se hicieron frotis que
posteriormente fueron tefiidos con colorante de Giemsa para la observacion directa al microscopio
(Benjamin, 1991), (Apéndice 1). También se determin6 el Volumen Celular Aglomerado (VCA) por el
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método del microhematocrito (Benjamin, 1991), (Apéndice 1). Estas variables fueron obtenidas en
dos ocasiones antes de la inoculacion de los animales y cormespondieron a los resultados basales.

Posterior a Ia inoculacion, e muestreo se hizo todos los dias a partir del dia cuatro y hasta el dia
diez posinoculacion (P!) y posteriormente cada siete dias hasta la confrontacion. Una vez que se
realiz6 esta 54 dias después a la inoculacion, las mismas variables fueron determinadas iniciando
cuatro dias posterior a la confrontacion y hasta la finalizacion del experimento. Desde una semana
antes de la inmunizacién y hasta que finalizo el experimento, semanalmente se obtuvo plasma de
todos los animales para estudios de anticuerpos y se utilizo la prueba de inmunofluorescencia
indirecta (Morilla, 1986) (Apéndice 1).
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V. RESULTADOS

En la primera fase del experimento, cuyo objetivo fue producir mediante animales multiplicadores
una elevada cantidad de dosis de inmunogeno atenuado y poder realizar la vacunacion de los
animales experimentales, se utilizaron 3 bovinos.

En el caso de B. bigemina el animal inoculado esplenectomizado e inmunodeprimido, para el dia 6
Pl present6 una parasitemia de 1.14%, lo que significaria que obteniendo solamente 4.0 litros de
sangre se podrian producir 22,857 dosis de 1x107 ei (Cuadro 1).

Para el caso de B. bovis se utilizaron dos animales esplenectomizados e inmunodeprimidos, debido
a que en la inoculacion del primer animal se obtuvo una parasitemia menor a 0.001%, la cual seria
insuficiente para producir un nimero considerable de dosis de vacuna. En este animal se observé un
alza de temperatura hasta de 41.5 °C y un descenso del 55% en el VCA con respecto al hematocrito
basal para el dia 6 PI, por lo tanto fue necesario realizar un pase inoculando 250 ml de sangre de
este bovino a un segundo animal, obteniéndose para el dia 5 una parasitemia de 0.5%, suficiente
para que con 4 litros de sangre se pudieran obtener 10,309 dosis de 1x107 (Cuadro 2).

TEMPERATURA

Fase de Vacunacion

En esta fase hubo ligeros aumentos de la temperatura en todos los grupos experimentales, sin que
se observara fiebre mayor a 39.9 °C en ninguno de los grupos. Estos cambios se debieron en primer
lugar a las reacciones producidas por la inoculacion de los agentes vacunales y en segundo lugar a
que los animales venian de pastoreo extensivo y no habian tenido manejo alguno, por lo tanto
presentaban un fuerte estrés en cada ocasion en que eran manejados. En el grupo testigo aunque
no fue vacunado, la simple inyeccion de eritrocitos pudo provocar también reacciones por parte del

animal, ya que estos actuaron como agentes extraios.
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Fase de Confrontacion

Durante esta etapa se pudo observar que se presentaron dos picos de incremento de temperatura,
uno para el dia 3 P! y el otro para el dia 11 Pl, viendo en ambas ocasiones superior en el grupo
testigo en comparacion con los grupos vacunados.

Asi mismo no se observaron diferencias entre los grupos vacunados con el inmunégeno mixto fuese
este de origen bovino o de cultivo in vifro (Gréﬁca 1).

VOLUMEN CELULAR AGLOMERADO

Fase de Vacunacion

En todos los grupos incluyendo al grupo testigo se observé una baja en el hematocrito, la cual llegd
a su méximo descenso para el dia 8 PV. La gréfica 2 nos muestra claramente que es el grupo testigo
el que sufre el menor descenso, siendo de 13.2 con respecto al hematocrito basal. Esta baja fue
probablemente causada por una adaptacion fisiologica sufrida por los animales, los cuales eran
originarios del norte del pais de una zona desertica.

En cuanto a los grupos vacunados se observaron descensos del 27.3%, 18.1%, 30.1% y 28.9% para
los grupos mixto bovino (grupo 1), B. bigemina (grupo 2), B. bovis (grupo 3) y mixto fresco (grupo 4)
respectivamente. Estos descensos quiza hayan sido producidos por la presencia de las poblaciones
de parésitos aunadas al descenso fisiolégico observado también en los animales testigo.

Fase de Confrontacion

Durante ésta fase se observé un decremento en el VCA de todos los animales sin importar a que
grupo pertenecian. Se observaron disminuciones, con respecto al VCA basal del 5.2% (dia 12), 4.3%
(dia 6), 8.5% (dia 14), 8.4% (dia 8) y def 13.6% (dia 14) para los grupos 1, 2, 3, 4, y testigo (grupo
5), lo que indica claramente una proteccion generada por el inmunégeno producido en ios animales

multiplicadores (Gréfica 3).
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Para observar con mayor claridad la importancia de estas disminuciones, la grafica 4 nos muestra en
forma de porcentaje, el descenso que sufii6 el hematocrito de los animales de los grupos
experimentales. Se puede apreciar claramente que los grupos vacunados con los inmundgenos
mixtos, de origen bovino o cultivo in vitro se comportan de una forma parecida. Asimismo, el desafio
con B. bigemina es el que produce menor descenso (12.7%) y es el grupo testigo donde se observa
* |a mayor caida (43%). El descenso méximo para los otros tres grupos fue de 16.1% (mixto bovino),
24.8% (B. bovis) y 23.5% para los grupos vacunado con el inmundgeno proveniente del cultivo. A
partir del dia 14 PD se observa que todos los animales comienzan a recuperarse elevando su VCA.

Durante la fase de confrontacion sélo uno de los animales del grupo testigo muné, presentando
hematocrito del 14%, temperatura rectal por armiba de 40 °C y hemoglobinuria marcada. El hecho
de que solo un animal haya muerto podria indicar que el desafio no fue tan adecuado como se
hubiese querido; sin embargo, al unir todos los datos obtenidos se aprecia que el inmundgeno
producido en los animales multiplicadores es capaz de proteger a los bovinos vacunados, contra el
desafio homélogo de poblaciones de campo.

TITULOS DE ANTICUERPOS

Se observé que la inmunizacion indujo a la respuesta del sistema inmune. Durante el periodo de
vacunacién se observd una rapida respuesta, al utilizar el antigeno de B.bovis; en los grupos
vacunados con el inmundgeno de origen bovino mixto o solo de B. bovis. Con respecto a los
anticuerpos anti-B. bigemina se observd que los grupos vacunados con el inmundgeno mixto de
origen bovino y origen in vitro asi como el grupo vacunado con el inmundgeno de B.bigemina,
montaron una respuesta inmune parecida, contrario a lo observado en el grupo vacunado con B.
bovis el cual tuvo una respuesta minima.

Al desafio se observa una buena respuesta en contra de los dos antigenos por parte de todos los
grupos, con excepcion nuevamente del grupo vacunado solo con B.bovis contra el antigeno de B.
bigemina. (Gréficas 5,6).
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CUADRO 1

B.bigemina
Bovino 1.
Inoculacion 1x10° eritrocites infectados.
Hto Temp. Parasitemia
Dia1Pl 30 38.5 weem
Dia 2 30 38.8 —
Dia3 27 389 o
Dia4 26 38.8 + Sangre periférica
Dia5 26 39.1 0.02%
Dia 6 25 39.2 1.14%

Total de células rojas/microlitro 5,040,000
Obteniendo 4 litros de sangre = 22,857 dosis de 1x107
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CUADRO 2

B.bovis.

Bovino 1

Inoculacién 1x109 eritrocitos infectados.

Hto Temp. Parasitemia
Dia 1 Pi 31 386 |
Dia 2 30 8T —
Dia3 26 40.5 + Sangre capllar
Dia4 27 44 + Sangre periférica
Dia5 23 41 <0.001
Dia 6 17 41.5 <0.001

Bovino 2
Inoculacion de 250 ml de sangre proveniente del bovino 1.

Hto Temp. Parasitemia
Dia1PI 29 39  — )
Dia 2 28 39 -
Dia 3 27 39.2 +Sangre periférica
Dia4 27 39.8 +Sangre periférica.
Dia 5 24 41.5 0.5%

Total de células rojas / microlitro 5,150,000
Obteniendo 4 litros de sangre = 10,309 dosis de 1x107,
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VI. DISCUSION

La variacion de los efectos causados y medidos en el huésped, posterior a una infeccion con
organismos virulentos o atenuados por Babesia spp. en bovinos, es producida en gran parte, por las
caracteristicas de virulencia y patogenicidad de las poblaciones de parasitos utilizados para inducir
tal infeccion (Callow, 1976, Echaide ef al. |, 1993; Salas et al ,1988; Hemandez ef al. , 1990).
Ademas ofros factores de consideracion son los relacionados con el huésped bovino; tales como
edad, sexo, estado nutricional, estado fisiologico, estado inmune, susceptibilidad del huésped, efc. y
los relacionados con los métodos de preparacion y rutas de administracion del indculo conteniendo
los parasitos del estudio (Alvarez y Canto, 1985; REDLAB, 1994; Dalgliesh, 1993; Timms et al. 1984;
Lorh, 1973).

El curso de la infeccion observada en los animales multiplicadores, después de la aplicacion de 100
veces las dosis normal de vacunacion al utilizar parasitos frescos (Canto et al. 1996; Figueroa et al.
1998), nos demuestra en forma inequivoca que se trata de dos poblaciones de parasitos con un alto
nivel de atenuacion, ya que aln a esas dosis no produjeron fa muerte de los bovinos, no obstante
estos habian sido esplenectomizados e inmunodeprimidos. Canto et al. (1999) utilizando las mismas
poblaciones de parésitos de las cepas BIS y BOR a dosis de 1x10° y 1x108 respectivamente, en
bovinos sin esplenectomizar ni inmunodeprimir indican que el uso de estas dosis de vacunacion
nunca comprometieron la salud de los animales durante el periodo de vacunacion.

Por otro lado, la rapidez y la cantidad de dosis que podrian haber sido producidas, nos dan una
herramienta mas, para la proteccion contra la babesiosis, en el caso de que se realizara una
importacion de miles de cabezas de ganado a zonas tropicales.

La vacunacion de los diferentes grupos de bovinos experimentales con las poblaciones de parasitos
provenientes de los animales multiplicadores, indicé que estos mantuvieron la atenuacion original ya
que no produjeron cambios drasticos en las variables estudiadas. Se pudo observar que el grupo
vacunado con el inmunégeno de origen bovino causé un menor descenso en el VCA (27.3%) que el
producido en el grupo inmunizado con el inmunogeno de origen in vitro (28.9%), indicando la

similitud de ambos agentes.
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A la confrontacion con 1x108 eritrocitos infectados con cepas de campo de cada una de las especies
del hemoparasito, se pudo observar que ambos grupos presentaron temperaturas por arriba de
39.5 °C, siendo las maximas observadas de 39.2 °C para el grupo mixto de origen bovino y de
39.5 °C para el grupo mixto de origen in vitro. A este respecto Cant6 et al. (1996) y Figueroa et al.
(1998) informan de incrementos de temperatura promedio a 40.2 °C para B.bigemina y de 39.7 °C
para B.bovis repectivamente. Asimismo Cant6 et al. (1999) indican en un estudio con una
vacunacion mixta incrementos de 39.7 °C. Comparando estos resultados, al utilizar una sola especie
o ambas, con los obtenidos en el presente estudio, se podia pensar que el inmunégeno mixto de
origen bovino increment6 de alguna forma el desarrollo de inmunidad, ya que por lo menos en esta
variable la respuesta fue menos severa.

La reaccion producida por las cepas de campo en los animales testigo inoculados en el estudio,
puede clasificarse de moderada con base a los parametros evaluados /e, fiebre (> 39.5 °C) con un
solo dia de duracién promedio y un decremento méximo del hematocrito del 43%, causando
hemoglobinuria y la muerte de un bovino. En contraste, y aun con la poca patogenicidad de las
cepas de desafio, los animales vacunados con los organismos procedentes de los bovinos
multiplicadores sufrieron un descenso promedio de solo el 16.1% en el VCA que al comparario con
el observado en los bovinos inmunizados con el inmundgeno de origen in vitro que fue del 23.5% y
a los encontrados por Cant6 et al. (1996); Figueroa et al. (1998) que fueron de 18.5% para B.
bigemina y del 19% para B. bovis respectivamente, indican un decremento comparativamente menor
en esta variable, que nos pemmite asegurar que el inmundgeno proveniente de los bovinos
multiplicadores fue capaz de inducir una respuesta inmune adecuada contra el desafio de
poblaciones de campo de B. bovis y B. bigemina.

Los resultados observados en relacion a la respuesta inmune contra los antigenos de B. bovis y B.
bigemina, nos hacen pensar que B. bigemina present6 una buena cantidad de antigenos comunes
con B. bovis, dado que la respuesta detectada fue elevada; no asi con B. bovis, que por la respuesta
observada presenta una escasa antigenicidad cruzada con B. bigemina.
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Trabajos realizados con anterioridad sugieren que la inmunidad cruzada con estas especies de
Babesia tienen variaciones, indicando que la proteccion contra B. bovis, podria conseguirse
inoculando fracciones semipurificadas de B. bigemina o la infeccion controlada de! protozoario.
(Wright et.al, 1987). Si consideramos que la produccion de anticuerpos es de alguna forma indicativo
de inmunidad adquirida, el presente estudio apoyaria los resultados mencionados anteriormente.

Es conocido el riesgo que se presenta al utilizar vacunas que derivan de sangre. En Australia, el uso
de inmunégenos contra Babesia producidos en becerros, llevé a la infeccién de cientos de bovinos
con leucosis (Rogers et al. , 1988), casos como éste no es dificil que se repitan, ya que no es posible
garantizar que los animales donadores se encuentren libres de la enfermedad. Sin embargo, es de
conocimiento publico que administraciones anteriores en nuestro pais, han realizado importaciones
‘masivas de bovinos lecheros procedentes de los Estados Unidos de América y Canad4 hacia
regiones tropicales del pais con consecuencias desastrosas por causa de las enfermedades
hemotrdpicas. Por lo tanto, el presente estudio buscd y logro, el poder contar con una herramienta
mas para el control de parte del problema, que resultara rapida de implementar, se produjera en
grandes cantidades y fuera mas econbmica que la Gnica opcion actual.
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Vil. CONCLUSIONES

Es posible multiplicar las cepas vacunales de Babesia bovis y Babesia bigemina en bovinos
esplenectomizados e inmunodeprimidos, permaneciendo atenuadas y mostrando ser inocuas tanto
para los animales multiplicadores como para los animales vacunados.

Al multiplicar las cepas vacunales fue posible obtener una cantidad suficiente de dosis vacunales,
que pueden ser usadas para vacunaciones masivas si se requiere.

El inmunégeno producido en los animales multiplicadores es capaz de proteger a los bovinos
vacunados contra el desafio homdlogo controlado de aislados patogenos. Con esto tenemos una
herramienta méas para la proteccion contra la babesiosis.

Se debe de aclarar que éste inmundgeno es extraido de la sangre del animal multiplicador por lo que
se debe de tomar en cuenta el riesgo que puede haber en cuanto al contagio de infecciones via
sanguinea; y solo deberia de utilizarse como una opcion cuando se realicen importaciones masivas

de ganado a zonas tropicales.
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APENDICE 1.

Técnicas de laboratorio utilizadas.

MICROHEMATOCRITO

Se usan tubos capilares lisos (75mm x 1mm) y se llenan aproximadamente a 1 cm del borde.
Se sostiene el tubo en una posicion casi horizontal para facilitar el llenado.

El extremo libre se sella acercandolo a la flama de un mechero o con plastilina.

Se colocan los tubos en la microcentrifuga de tal manera que los extremos sellados queden
hacia la periferia.

Se centrifugan por 5 min. de 10,000-13,000 rpp o por 2 min. a 16,000 rpp.

Se retiran los tubos y se lee el porcentaje del VCA (volumen celular aglomerado) utilizando
cualquiera de las diferentes lecturas para tubo de hematocrito (Benjamin, 1991).

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Fijar el frotis de globulos rojos, infectados con Babesia, en metanol durante tres minutos y
dejar secar a temperatura ambiente.

Hacer tres circulos sobre el frotis con el lapiz marcador.

Colocar el suero problema, el suero control positivo y el control negativo (Uno en cada
circulo). Se recomienda diluir los sueros por lo menos 1: 20 en SSA, pH 7.2 para evitar la
fluorescencia inespecifica.

Colocar los frotis en una camara hiimeda e incubar a 37° C durante 30 min.

Lavar en SSAF pH 7.2 durante 10 min.

Lavar en agua destilada durante 5 min.

Dejar secar a temperatura ambiente.

Colocar en cada circulo suero de conejo, antigamaglobulina de bovino conjugado. Debe -
haberse titulado previamente.

Colocar las laminillas en una camara himeda e incubar a 37° C durante 30 min.
Lavar en SSAF pH 7.2 durante 5 min.

Lavar en agua destilada durante 5 min.

Dejar secar a temperatura ambiente.

Poner una gota de glicerina fosfatada en cada circulo y colocar un cubreobjetos.
Observar con el microscopio de luz ultravioleta. (Morilla, 1986)
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FROTIS SANGUINEO

Debe usarse portaobjetos nuevos y limpios previamente sumergidos en alcohol del 95%.

De preferencia hacer el frotis con sangre fresca recién extraida.

Cuando se agregue anticoagulante se deberan preparar en los 15 min. siguientes de la
obtencién de la sangre, la cual debera mezclarse bien agitando suavemente.

Se coloca una gota de sangre en uno de los extremos del portaobjetos, se toma ofro
portaobjetos colocandolo en el mismo extremo de la gota en un angulo de 30° y se desliza
suavemente para extender la gota.

Posteriormente debera de secarse rapidamente ondeandolo en el aire para evitar la
crenacion de los eritrocitos.

El grosor debe de ser delgado.

Fijar con alcohol metilico el cual es el de uso més comin y dejar secar por dos minutos para
solidificar las células y evitar su degeneracion autolitica.

Se utilizara la tincion de Giemsa el cual es un colorante excelente para muchos parésitos de
la sangre.

Se diluyen 2 m! de la solucion de Giemsa con 8 ml de agua destilada o agua amortiguada
de un pH de 6.8.

Se vierte el colorante diluido en el frofis y se deja teflir durante cinco minutos.

Se lava, se seca y se examina al microscopio (Benjamin, 1991)
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REGISTRO DE LAS VARIABLES MEDIDAS POR ANIMAL

CONFRONTACION
Grupo mixto bovino
TEMPERATURA RECTAL
Dias posdesafio 0 4 6 8 10
Dias posvacunacién 54 57 59 61 63
Animal N° 147V 39,3 385 39 38,6 38,8
202A 39 383 39 38,7 383
150N 394 38,8 39,5 39,2 39,3
311N 40 38,6 39,1 39 388
257 A 39,2 40 39,5 39 38,8
206 A 39,4 391 39,6 394 388
3A 39,2 38,9 39 39 38,2
259 A 398 389 394 39,2 38,9
125V 39,2 38,7 39,3 394 40,5
123V 39 39,2 388 383 38,7
Media 39,35 38,9 39,22 38,98 38,91
Desv.Std. 0,32 0,47 0,27 0,36 0,64
Grupo B.bigemina
Animal N° 122v 394 38,9 394 39 39
v 39,2 38,6 39 38,6 38,5
175a 39 391 388 39 38,7
637v 39 384 38,4 38,7 38,1
02v 39,3 388 38,9 38,9 38,5
Media 39,18 38,76 389 38,84 38,56
Desv.Std. 0,18 0,27 0,36 0,18 0,33
Grupo B.bovis
Animal N° 4A 39,6 38,8 39,3 39,4 389
181A 39 38,5 39,4 38,6 40,3
2347A 38,7 39,1 39,7 39,2 38,9
61V 38,7 39,2 39,5 39,2 38,6
67v 394 38,5 394 39 38,6
Media 39,08 38,82 39,46 39,08 39,06
Desv.Std. 0,41 0,33 0,15 0,30 0,71
Grupo mixto fresco
Animal N° 188A 39,5 38,9 39,5 39 38,8
479A 39,2 39,1 394 394 38,8
211A 39 38,5 39,3 39,5 38,8
48A 39,7 39 39 39,3 38,9
79V 39,1 38,6 39,3 38,7 38,7
Media 393 38,82 39,3 39,18 38,8
Desv.estandar 0,29 0,26 0,19 0,33 0,07
Grupo testigo
Animal N° 27 39,2 39 39 38,7 38,6
57 39,2 38,7 39,3 39 39,2
475 39 39,5 39,3 39 39,1
169 39 391 39,1 39,5 39,5
71 39,2 40,9 40 RIP
Promedio 39,12 3944 39,34 39,05 ~ 39,1

Desv.Est. 0,11 4%,86 0,39 0,33 0,37




REGISTRO DE LAS VARIABLES MEDIDAS POR ANIMAL

CONFRONTACION
Grupo mixto bovino
TEMPERATURA RECTAL
Dias posdesafio 12 14 16 18
Dias posvacunacion 65 67 69 4!
Animal N° 147V 386 38,7 39,2 39
202A 38,7 391 39 38,5
150N 38,8 39,6 39,4 38,9
311N 38,5 39,2 38,7 38,7
257 A 38,7 38,8 38,6 38,9
206 A 38,7 394 39,2 39
3A 38,5 391 398 38,5
259A 39 39 39,5 39
125V 384 38,6 388 39
123V 39 39,4 389 39,3
Media 38,69 39,09 39,11 38,88
Desv.Std. 0,20 0,32 0,38 0,25
Grupo B.bigemina
Animal N° 122v 39 39,8 39 39,2
v 38,7 391 39 39,1
175a 38,2 38,7 39 39,2
637v 38,5 38,7 38,7 38,7
02v 38,8 39,3 39,2 39
Media 38,64 39,12 38,98 39,04
Desv.Std. 0,30 0,46 0,18 0,21
Grupo B.bovis
Animal N° 4A 38,5 39,5 39 394
181A 38,6 38,8 38,5 39
2347A 38,6 39,5 39 38,7
61V 38,6 38,9 39 39,9
67V 40 39,3 39,4 38,8
Media 38,86 39,2 38,98 39,16
Desv.Std. 0,64 0,33 0,32 0,49
Grupo mixto fresco
Animal N° 188A 38,5 39,6 39,2 39,2
479A 38,8 39,7 39 394
271A 38,7 39 39,2 39,1
48A 38 40,5 39,5 39,6
9V 39 38,8 38,8 39
Media 38,6 39,52 39,14 39,26
Desv.estandar 0,38 0,67 0,26 0,24
Grupo testigo
Animal N° 27 40,9 39,2 38,6 38,7
57 39,7 38,5 39 39,8
475 398 391 39 39,2
169 39 397 394 391
[a
Promedio 39,85 39,13 39 39,2

Desv.Est. 0,79 4 39.49 0,33 0,45













CONFRONTACION
Grupo mixto bovino

Dias posdesatio
Dias posvacunacién
Animal N°

paia
Desv.Est.

rupo B.bigemina
Animal N°

edia
Desv.est

rupo mixtfo fresco
Animal N°

147V
202 A
150N
311N
257 A
206 A
3A
258A
125V
123V

122v
v
175A
637v
02v

4A
181A
2347A

61v

67v

188A
479A
21MAz

48A

78V

27
57
475
169
4

12
65
26
30
30
27
30
27
27
25
23
2
27
240

29
27
28

31,6
5,41

28
27
28
27
27
274
0,55

28
30
32
30
26
29,2
2,28

19
18
23
21

20,25
2,22

% DE HEMATOCRITO
14 16
67 69
31 29
35 33
35 30
31 26
39 33
31 28
32 27
28 30
30 28.
30 26
32,2 29
3,22 2,54
37 38
27 29
28 28
29 30
29 31
30 31,2
4,00 3,96
27 30
26 28
25 28
2 27
2 26
256 278
0,89 1,48
26 30
31 3
31 28
31 26
29 25
296 28
219 2,55
18 27
18 21
2 30
21 31
19,5 21,25
1,73 4,50
47

18
"
26
31
32
26
37
29
27
31
27
26
29,2
3,58

28
30
31
32
32,8
5,89

29
30
27
28
26
28
1,58

30
31
30
30
27
28,6
1,52

30
2
29
27

26,75
4,03
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