5. DISCUSION

Diferentes sistemas de vacunacidn para proteger el ga-
nado bevino contra la babesiosis y anaplasmosis han sido re-
portadeos en Colombia y otros paises. La inoculacidn de pa-

rédsitos vivos de Babesia spp. v Anaplasma marginale siguen

siendo los métodos de inmunizacidn m8s apropiados en el con-
trol de estas enfermedades. Se ha alcanzado una seguridad

y eficiencia por medio de la atenuacidn y estandarizacidn
numérica de los pardsitos (Callow, 1976; Ristic, 1976;
Gonzalez, et. al., 1976).

Los resultados de este trabajc en la fase de inmuniza-
cidn demostraron, qgue los sistemas de vacunacidn mcono v biva-
lentes, presentaron reacciones pos-vacunales severas cuando

fué incluida la cepa de Babesia bigemina con altos pasajes

en animales esplienectomizades (Corrier, 1977). Los animales
gue fueron inoculados con Babesia bigemina unicamente (Gru-

po II) y los que se inocularon con Babesia bigemina y Babesia

argentina (Grupc III), desarrollaron una infeccidn aguda

gue fué controlada con agentes quimices* en dosis profilic-
ticas para no preducir una esterilizacidn completa, fendmeno
que afectaria el desarrollo de una buena inmunidad en estos
animales (Callow y McGregor, 1970}, Pese a la ayuda guimio-
profildctica un animal del Grupo II murid como consecuencia
de una babesiosis aguda. Es Importante anotar que la cepa

de Babesia bigemina usada en este trabajo desde su aislamien-

to en 1971 ha sido pasada a través de animales esplenectomi-
zados mostrando cada vez una potencializacidn de su poder

patogé&nico. Una situacidn similar ha sido reportada en

* Ganaseg. E. R. Squibb & Sons Interamerican Corporation,
N. Y., Cali, Coclombia.
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Australia por Callow (1975). El nlmero de pasajes, gue lle-

vaba hasta la utilizacidn en este trabajo era de 16. Ver
Tabla 2.

Contradictoriamente la cepa de Babesia argentina, ais-

lada el mismoc afic a través de pasajes en animales esplenec-
tomizados, presentd una atenuacidén de su patogenicidad espe-
cialmente a partir del pasaje 23 seglin las investigaciones
realizadas por Gonzdlez, et. al. (1978). En Australia fué

reportado este fenbmenoc con una cepa de Babesia argentina

de origen Australianc por Callow y Mellors (1966). La cepa

de Babesia argentina usada en este trabajo fud inoculada a

los aznimales del Grupo I en su pasaje 23. La reaccidn cli-

nica a la infeccifn pos-vacunal no fud severa, demostrindose
s6lo por la caida del hematocrito con un leve aumento de la

temperatura corporal (Tabla 3, Figuras 1, 10 y 14). Pese a

gque rningunc de los animales fué controlado gquimiccterapeGti-
camente, no se presentaron muertes pos-inmunizacibn en este

grupo de animales. Sin embargo, en otras investigaciones

Tealizadas con la misma cepa de Babesia argentina, recien

aislada y purificada, se reporta que las pérdidas pos-inmu-
nizacidn pueden ser altas (Gonzilez, et. al., 1978). Tanto
las caracteristicas de atenuacidn de la patogenicidad, de la

cepa de Babesia argentina (pasaje 23), observadas en este

trabajo, como las reacciones severas observadas con la misma,
recien aislada por Gonzalez, et. al. (1978), concuerdan con
los resultados encontrados en Australia por Callow y Mellors
(1966). Dado que los experimentos con la cepa de Babesia
argentina, en la &poca que se utilizd en este trabajo no
habian comprobadc plenamente su atenuacifn. Se utilizd para
la inmunizacidn la ddsis minima infectiva, segfin el método
reportado por Gonzalez, et._al. (1976). El cual puede aca-
rrear problemas al no desencadenar una reaccidn suficiente-

mente fuerte para estimular inmunoldgicamente el 100% de los
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animales vacunados. Dos de los animales del Grupo I inocula-

dos con Babesia argentina no desarrollaron titulos a anti-

cuerpos fijadores del complemento ni a anticuerpos fluores-
centes en la fase pos-inmunizacidn, presenténdose la muerte

de ellos en el desafio natural.

En forma contraria, la cepa de Babesia bigemina usada

en este experimento, reci&n aislada y purificada en 1971 no
presentaba caracteristicas de alta patogenicidad segfin los

hallazgos reportados por Vizcaino (1974).

La cepa de Anaplasma marginale usada en este experimen-

to en los tres grupos experimentales, presentd una estanda-
rizacidn de su periodo prepatente (Tablas 1 y 23; Figuras

3, 6, 9, 13 y 16) en lcs 30 animales inoculados. Las reac-
ciones clinicas pos-inmunizacifn no fueron muy severas y se
manifestaron por la caida del hematocrito con leve aumento
de la temperatura. En ningunc de los animales las variacio-
nes clinicas pos-vacunacifn fueron controladas guimicotera-
pelticamente, sin presentarse muertes por causa de la vacu-
nacién. Los resultados encontrados en este experimentc con-
tirman los hallazgos reportados por Gonzdlez, et. al. (19876).
Seglin este autor, la estandarizacién de la d8sis minima in-
fectiva, posee las siguientes ventajas: 1} Se conoce el
periodo de incubacidn de los organismos usades en la prepa-
racidn de los estabilizados. 2) En la mayoria de los casos,
dada la reaccién pos-vacunal moderada, no se requiere gui-
mioterapia. 3) El usc de cepas locales elimina el riesgo de
variacidn antig&nica y evita la introduccidn de patégenos

forineos.

Las principales caracterizaciones epizooticl&gicas en-
contradas en la fase de exposicidn natural, como pericdos

prepatentes de los tres hemopardsitos concuerdan con inves-
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tigaciones realizadas en otras zonas de Colombia Yy en otros
palses (Vizcaino, 1974; Riek, 1966). La aparicién de Babesia
argentina en el dia 12 pos-desafio natural en los Grupos

IT y IV (desprotegidos contra Babesia argentina), la detec-

cidn de Babesia bigemina en el dfia 17 en los Grupos I y IV

{desprotegidos contra Babesia bigemina), y la presencia de

larvas en el dia 9 pos-desafio natural, demuestran que la

Babesia argentina es transmitida por el Boophilus microplus

en su fase larvaria y la Babesia bigemina en su fase de ninfa
y adulto (Tabla 2).

El pericdo de incubacidn del Anaplasma marginale en la

exposicidn natural, en promedio, fud de 44 dias en todos los
animales. 8i se considera que en el grupo hubo una alta mor-
talidad (80%) y que 20% de los animales requirieron quimio-
terapia, y si se relacionan estas observaciones con el perfo-

do de incubacidn obtenido para Babesia argentina, es posible

suponer gue un alto porcentaje de las muertes se debid a es-
te organismo. Ademds, el 45% de las muertes ocurrieron el
dia 17 de la descarga natural, cuando apenas empezaban a
detectarse las primeras parasitemias por Babesia bigemina.
El descenso del hematocrito en 50% del dfa 12 al 17 indica

el efecto patbgeno de la Babesia argentina. Los animales

sobrevivientes (55%) guedaron en un estado de gravedad ex-
trema para morir el dia 22 de la descarga natural, fecha en
la cual ocurrid el maximo nivel de parasitemia con Babesia
bigemina. Esta serile de factores indican la participacién
de la Babesia bigemina en los efectos patclégicos como un

organismo oportunista. Los hallazgos de este trabajo, rea-
firman la baja patogenicidad de la Babesia bigemina a nivel

de campo reportada por Vizcaino (1974). Igualmente, las
evidencias epidemiolfgicas que se reflejan en esta investi-
gacidn, concuerdan con el estudio epidemioldgico realizado
en el Valle del Cauca por Gonzélez, et. al. (1978} en el
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cual reportan gue la mayoria de los casos agudos en las fin-

cas estudiadas fueron causados por la Babesia argentina,

En términcs generales, estos fendmenos epidemioldgicos

en les cuales se manifiesta gue la Babesia bigemina posee

una escasa patogenicidad a nivel del campo (Tabla 12) no
contradicen los hallazgos reportados en Bolivia por McCosker

(1975) sobre la baja patogenicidad de la Babesia bigemina.

Las investigaciones realizadas en Australia reafirman esta
situacidn epidemiol&gica del bajo poder patogénico de la

Babesia bigemina (Callow, 1975).

Dada la gran mortalidad por babesiosis en los animales
susceptibles {(Grupc IV), la evaluaci®dn de la infeceidn na-

tural causada por el Anaplasma marginale, s8lo fué estudiada

en los animales tratados contra esa enfermedad. Con la ayu-
da guimicoterapefitica, estos animales resistieron hasta la

Presentacidn del Anaplasma marginale en el dfia 44. Este or-

ganismo se replicd fuertemente en los terneros, causando en-
fermedad clinica grave y postracidn. Por esta razdn, se hizo
necesario el tratamiento con Oxitetraciclina HCL*, para evi-
tar mortalidad. Esto demuestra el poder del Anaplasma
merginale como un agente agresor, causante de un gran nfimero
de muertes y casos clinicos agudos a nivel de campo (Gonzédlez
et., al., 1878; Zaraza, et. al. 1971).

La caracterizacidn de las respuestas inmunes y el mar-
gen de proteccidén de los mé&todos mono y bivalentes de vacu-
nacidn contra la babesiosis aplicados en este experimento,
demuestran la efectividad de los diferentes sistemas para

prevenir una alta mortalidad en animales susceptibles que

* Emicina liquida. PFIZER. Divisidn Agricola Veterinaria,
Bogotd, Colombia.



95.

vayan a ser trasladadcs de zonas libres a zonas endémicas de
la entermedad.

Los resultados encontrados con el método monovalente, a

base de Babesia argentina, con d&sis minimas infectivas, en

los animales del Grupo I, determinaron una proteccidn del 80%
en términos de mortalidad. Los sintomas clinicos se atenua-
ron y sblo se manifestaron por la caida del hematocrito ¥y un
incremento leve de la temperatura. Las dos muertes gque se
presentaron en este grupo coincidencialmente fueron en los
dos animales gue no presentaron tftules en la fase de vacuna-
cidn. Uno de los animales murid en el dfa 17 del desafio

natural a causa de la Babesia argentina, ya gque la Babesia

bigemina se detectd en este grupo s8lo a partir de este dia
y los resultados de la necropsia revelaron una severa inva-

sidn de Babesia argentina en los capilares del cerebro. E1

estado clinico del otro animal, que murid en los dias poste-
riores, era de extrema gravedad en el dfa 17, por lo cual
no resistid la descarga de Babesia bigemina en los dfas con-

secutivos. Las altas parasitemias de Babesia bigemina en

el torrente circulatorio demuestran que la proteccifn de ani-

males vacunados con Babesia argentina es efectiva contra la

Babesia bigemina. Lo anterior ha sido comprobado en Austra-

lia a nivel experimental y en la aplicacién de los programas
de control (Callow, 1975). A la luz de las experiencias ac-
tuales esta proteccidn se podria explicar inmunol8gicamente,
por reacciones de inmunidad cruzada, las cuales han sido
detectadas por métodos serol8gicos (Brocklesby, et. al.,
1971; Leeflang y Perie, 1972; Godman y Rosemberg, 1974).
Este hecho confirmaria la presencia de antigenos comunes
entre las diferentes especies de Babesias y afin entre fami-
lias de hemopardsitos (Cox y Milar, 1968; Ludford, et. al.,
1972; Todorovic, 1971}.
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El otro sistema monovalente de vacunacidn, a base de

Babesia bigemina, utilizado con los animales del Grupo II,

confirid® una proteccidn del 90% a los animales, en té&rminos

de mortalidad contra la infeccidn natural de Babesia argentina.

Este organismo afectd a los animales a partir del dia 12 del
desafio natural, con las primeras parasitemias las cuales se
mantuvieron hasta el dia 22. Los sintomas clinicos estuvie-
ron representados por la caida del hematocriteo y el incremen-
to de la temperatura en el periodo de replicacidén de la

Babesia argentina. Las primeras parasitemias de Babesia

bigemina fueron detectadas el dia 20 pos~-desafio natural de-
sapareciendo el dia 37 de la misma. En este periodo, nc se
evidenciaron sintomas c¢linicos en los sobrevivientes, los

cuales se recuperaron progresivamente.

Estos resultados demuestran que la proteccitn de anima-
les susceptibles por medio de la vacunacidn con cepas de

Babesia bigemina es efectiva contra la infeccidn natural cau-

sada por la Babesia argentina. Estos hallazgos a nivel de

campo afirman los resultados a nivel de laboratorio reporta-
dos por Vizcaino (1974). Lo anterior demuestra gue existen

fendmenos inmunoldgicos de proteccibn- cruzada, en forma re-

ciproca entre las especies de Babesias estudiadas en este

trabajo.

El comportamiento ante el desafio natural de los anima-

les del Grupo III (inmunizados con cepas de Babesia argentina

y Babesia bigemina)fué &ptimo. Se obtuvo una proteccidn del

100% en t&rminos de mortalidad, con manifestaciones clinicas
s6lo evidentes a nivel de laboratoric por la caida del hema-
tocrito v sHlo en el periodo de replicacién de la Babesia
argentina. En el periodo de replicacidn de la Babesia
bigemina no se manifestaron sintomas clinicos de ninguna

clase. Esta proteccidn tan completa podia explicarse por el
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nivel de titulos de anticuerpos tan elevados para los dos

hemopardsitos antes del periodo prepatente, los cuales mos-
traron diferencias significativas respecto a los sistemas

monovalentes usados en este experimento. Callow (1976) re-
porta los beneficios de reforzar los animales vacunados con
descargas antigénicas heterdlogas, antes de ser expuestos a
la infeccidn natural. Este concepto explicaria la efectiva

proteccidn obtenida en los animales del Grupo ¥II.

Los animales de los tres grupos experimentales inmuniza-

dos con Anaplasma marginale y que resistieron la descarga

natural de las Babesias, en el periodo prepatente y replica-

tive del Anaplasma marginale, presentaron una Sptima protec-

cidén contra la anaplasmosis. El perfiocdo infectivo transcu-
rrid sin manifestaciones clinicas de ningin tipo. Lo ante-
rior corrobcra la efectividad del método de la désis minima

infectiva reportado por Gonzdlez, et. al., (19876).

En base a la alta mortalidad presentada por los animales
no protegidos contra el compleio merboso denominade "fiebre
de garrapatas” por Vellsquez (1938), v la OSptima proteccidn
de los animales inmunizados contra la babesiosis y anaplas-
mosis bovina, con los diferentes sistemas de inmunizacién
realizados en este trabajo, no resulta dificil determinar
si hace falta o no la vacunacién para proteger el ganado
bovino importado o trasladado de regiones libres de estas
entidades clinicas a zonas endé@micas, cuando las pérdidas
peor la movilizacifn de estos animales oscila entre un 50 a
70% de los bovinos no protegidos. Decidir cual sistema de
inmunizacién utilizar aln en zonas de inestabilidad enzodtica,
es algo riesgoso todavia, especialmente en paises en desarro-
1lo donde no se ha realizado una identificacidn exacta del
hemoparésito o hemoparisitos causantes de pérdidas importan-

tes, ya que las similaridades morfoldgicas entre la Babesia
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bigemina y la Babesia argentina y la falta de experiencia en

interpretar los ciclos epidemiol&gicos contribuyen a que se
llegque a diagnosis incorrectas. Afn en paises desarrollados,
bovinos susceptibles protegidos por diferentes mérodos de in-
munizacidn, cuande han sido expuestos por primera vez a un
desafio natural (B. microplus}, han muerto como consecuencia
de las garrapatas "per se", atribuyendo el fracaso a los mé-
todos de vacunacidn. Esto mismo sucedid en Bolivia, cuando
80 Herefords importados murieron de anemia aguda a raiz de
una repentina y fuerte infestacidn de garrapatas (Callow,
19786) .

Los resultados de esta investigacidn indican gque de los
3 sistemas de vacunacidn utilizados en este experimento, el
que mayores veritajas reportd, tanto en el pericdo de inmuniza-
cidn como en el desafio natural, fuéd el sicstema monovalente

con Babesia argentina. Dada la seguridad que ofrecid en la

vacunacidn, al no presentar reacciones pos—-vacunales severas,
como los otros dos sistemas que regquirieron tratamiento qui-
mioterapéutico para evitar una alta mortalidad, presentando

al mismo tiempo un grado de proteccidn aceptabie en el desa-

fi¢c natural.

En nuestro pais, como resultado de exhaustivas investiga-
ciones, podriamos asumir por evidencias epidemioldgicas, ex-
Periencias de campo y laboratorio, vy la corroboracién gque en
la naturaleza la primera infecci®dn gue afecta a los animales

es la determinada por Babesia argentina, gue este organismo

es el principal patdgeno de la entidad clinica conoccida como
babesiosis. La comprobacidn experimental de poseer una cepa

atenuada de Babesia argentina por Gonzdlez et. al. (1978) y

los conocimientos epidemiol8gicos actuales, abrigan la esperan-
za de emprender programas de control préacticos, luego de com-
probar la efectividad de la vacuna atenuada en otras regiones

del pais.
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6. RESUMEN

"Un total de: 40 terneros Holstein&rriessiaa'de un afio de
edad aproximadamente, procedentes de zonas libres de garra-
pratas, fueron utilizados para evaluar varios sistemas de in-
munizacidn contra babesiosis ¥ anaplasmosis bovina con vacu-
nas o estabilizados a base de organismos vivos. " Los animales
fueron divididos en 3 grupos experimentales y uno control,
de 10 animales cada unolfQGrupo I: 10 terneros se inmuniza-

- ¥
ron con Anaplasma marginale y Babesia argentina.” "Grupo II:

10 terneros se inmunizaron con Anaplasma marginale y Babesia

bigeminaJL'Grupo IIT: 10 terneros inmunizados con Anaplasma

marginale, Babesia argentina Y Babesia bigemina.”” Grupo IV:

10 terneros controles( (sin proteccién).’

~

. El experimento se realizd en una trimera fase evaluando
la descarga pos-vacunal en términos de morbilidad y mortali-
dad de los sistemas mono y bivalentes de vacunacidn contra

la babesiosis con cepas de Babesia argentina y Babesia bigemina

aisladas en Monteria (Colombia) con 23 y 16 pasajes por ter-
neros esplenectomizados respectivamente. En la segunda fase
se evalué el grado de proteccidn de los diferentes sistemas

-de vacunacidn al exponer los animales a una descarga natural

de garrapatas (Boophilus microplus) en una finca del Valle

del Cauca (Colombia).:

Los resultados de este trabajo en su primera fage de-
muestran que el uso de estabilizados o vacunas a base de paré-
sitos vivos de Babesia argentina, Babesia bigemina y Anaplas-

Ma marginale con las cepas mencicnadas, presentaron reacciones
pos-vacunales severas sblo cuando fué incluida la Babesia
bigemina. "Los Grupos II ¥ III desarrollaron una infeccidn
aguda que fué controlada quimioterapefiticamente.’ Las respues-
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tas pos-vacunales del Anaplasma marginale y la Babesia argen-

tina se manifestaron por una caida del hematocritc con incre-
mento de la temperatura sin desencadenar sintomas agudos por

lo cual no se utilizd el control gquimioterapéuticamente.

En la segunda fase del experimento, a las 8 semanas de
exposicién natural, se encontraron los siguientes resultados:
Grupo I: alcanzd una proteccifn del 80% de los animales. ~Las

muertes presentadas fueron desencadenadas por Babesia argen-

tina. ” Grupo II: logrd una proteccidn del 90%. ~ La muerte

producida fu& causa de la asociacidn de Babesia argentina y

Babesia bigemina..” Grupo III1: presentd una proteccidén del

100% de los animales. E1 Grupo IV (Control): presentd una
mortalidad del 80%, trat&ndose quimioterapéuticamente el 20%
restante de los animales contra babesiosis y anaplasmosis

para evitar mayor mortalidad.

Estos resultados indican gue las cepas de Anaplasma mar-

ginale y Babesia argentina, usando una d3sis minima infectiva,

no presentaron reacciones de pos-vacunacidn severas, CoOmpor-
t&ndose con una efectiva seguridad, al contraric de lo suce-

dido con la cepa de Babesia bigemina, -que se mostrd muy patd-

gena. Este comportamiento patdgenico de la Babesia bigemina

fué desarrollado a causa de los pasajes realizados con ella
en terneros esplenectomizados por lo cuzal no se recomienda

T

su uso para la preparacidn de vacunas. _
En su aspecto protectivo los resultados indican, que en

las condicicnes subtropicales del Valle del Cauca, la protec-

cidén obtenida por los sistemas mono y bivalentes de vacuna-

cidn con Babesias, es efectiva para prevenir una alta morta-

lidad de animales susceptibles que vayan a ser trasladados

de zonas libres a zonas end&micas de babesiosis y anaplasmo-

sis bovina. La proteccidn conferida por los sistemas mono-
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valentes de vacunacidn con Babesia argentina y Babesia bige-

mina corroboran los fendmenos de proteccidn cruzada observa-

dos en otras investigaciones.



7. SUMMARY

Forty Holstein-Friessian calves approximately a yvear of
age, coming from tick free areas, were used to evaluate
several immunization systems to prevent babesiosis and ana-
plasmosis, using vaccines or stabilates with live organisms.
Animals were divided in four groups with ten animals each.

Group I: Ten calves immunized against Anaplasma marginale

and Bahesia argentina. Group II: Ten calves immunized

against Anaplasma marginale and Babesia bigemina. Group III:

Ten calves immunized against Anaplasma marginale, Babesia

argentina and Babesia bigeming. Group IV: Ten cocntrol

calves {without protection).

The experiment was carried out in two stages. In stage
one, the animals were evaluated using the post-vaccinal chal-
lenge and using morbidity and morxtality to measure resistance
against babesiosis. Strains of Babesia argentina and

Babesia bigemina isolated both from Monteria (Colombia) were

used. They had 23 and 16 passages through splenectomized
calves respectively. In the second phase of the experiment,
the degree of protection was evaluated, exposing the animals

to a natural challenge using Boophilus microplus ticks in a

private farm in the Valle del Cauca {(Colombia).

The first stage of the work showed that, there were only

severe post-vaccinal reactions when Babesia bigemina was

included using live organisms. Group II and IITI developed
acute infection that was controlled with chemotheraphy.

The reactions for Anaplasma marginale and Babesia argentina

were evident by a drop in hematocrit and increase temperature
without any acute symptoms. As a consequence no chemotherapy

was utilized.
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In the second phase of the experiment, the following
results were obtained, 8 weeks after the natural challenge.
Group I: there was an 80% protection of the animals. Deaths

were a censequence of Babesia argentina infectien. Group II:

a 90% protection was obtained. Deaths were due to the asso-

ciation of Babesia argentina and Babesia bigemina. Group III:

100% protection was obtained. Group IV: {Control): a mor-
tality of 80% was obtained. The remaining 20% of the animals
were treated against babesiosis and anaplasmosis to prevent

more losses,

The results indicate that the Anaplasma marginale and

Babesia argentina strains did not show a severe post-vaccinal

reaction using a minimum infective dose in contrast with
Babesia bigemina strain that appeared highly pathogenic. It

is possible that the pathogenicity of the Babesia bigemina

strain was intense due to the passage through splenectomized

calves. This strain is not recommended for using in vaccines.

The results also indicate that in the conditions of the
subtropical areas of the Valle del Cauca the protection
given by the mono and bivalente Babesia vaccines, are equal-
ly effective in preventing high mortality in susceptible
animals. This is especialily important in animals that are
going to be moved from free zones to endemic zones for
babesiosis and anaplasmosis. The protection obtained in the

monovalent vaccination with Babesia argentina from Babesia

bigemina agree with the cross protection phenomensa observed

in cother investigations.
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