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PREFACIO

Las enfermedades parasitarias han sido siempre objeto de mucha atencién por parte de las autoridades
veterinarias en Colombia, 4rea a la cual se ha dedicado en el pasado una considerable cantidad de
investigaciones de campo y de laboratorio. No obstante, las actividades del proyecto y en particular los
resultados de la encuesta inicial realizada en Cordoba, evidenciaron la necesidad de complementar estas
investigaciones, en especial con miras a suministrar una base sélida para medidas de control
econ6micamente viables. A este respecto fueron de primordial interés el complejo de las garrapatas y las
enfermedades transmitidas por las mismas (babesiosis y anaplasmosis), la tripanosomiasis causada por T.
vivax y las infestaciones con helmintos. En consecuencia, el proyecto acord6 cooperar con los cientfficos
colombianos en algunas de las investigaciones complementarias identificadas como necesarias,
proporcionando equipo y suministros de laboratorio, personal (consultores, Expertos Asoclados de la FAO,
doctorandos de las universidades de Alemania) y becas. Al igual, el proyecto se constituy6 en el eslabon de
conexion con el Instituto de Parasitologfa de la Facultad de Medicina Veterinaria de Hannover, de donde
provenia ia mayorfa de los doctorandos y en donde se efectuaron algunas de las investigaciones que
requerfan un ambiente altamente sofisticado. La mayor parte del trabajo, sin embargo, se llev6 a cabo en el
campo (Cérdoba y Valle del Cauca) y se termind en Hannover. Los supervisores fueron Prof. Dr. K. Friedhoff,
Prof. Dr. A. Liebisch y Prof. Dr. M. Stoye.

Las siguientes publicaciones fueron el resultado de este programa cooperativo:

1. Zuerner, U. 1983. Seroepidemiologie der bovinen Babesien- und Anaplasmainfectionen in Kolumbien:
I. Einleitende Untersuchungen mit dem indirekten Immunofiuoreszenz-Test. Dissertation, Hannover.

2. Mueller, |. 1984, Seroepidemiglogie der bovinen Babesien- und Anaplasmainfectionen in Kolumbien:
ll. Verbesserung der Antigenherstellung fuer indirekte Immunofiuoreszens mit Babesia bovis.
Dissertation, Hannover. ‘

3. Tropberger, G. 1989. Seroepidemiologie der bovinen Babesien- und Anaplasmainfektionen in
Kolumbien. lll. Veraufsuntersuchungen an Jungtieren einiger selektierter Bestaende. Dissertation.
Hannover.

4. Zips, S.G. 1989. Epidemiologische Untersuchung der Babesia bovis infektion in Cérdoba,
Kolumbien. Dissertation. Hannover.

5. Nowak, F. 1990. Epidemiologische Untersuchungen an Rinderbestaenden im mittleren Sintal,
Cérdoba, Kolumbien. Dissertation. Hannover.

6. Zintz, R. 1990. Untersuchungen zur Epidemiologie der Haemoparasiten in milchproduzierenden
Betrieben in Valle und Quindio, Kolumbien. Dissertation. Hannover.

7. Doherr, M.E.C. 1990. Emzymserologisches Verfahren (ELISA) unter Verwendung von Kulturantigen
zum Nachweis von Babesia bovis Infektionen. Dissertation. Hannover.



8. Friedhoff, K.T., I. Mueller und E. Otte. 1990. Isolation and characterization of Babula bigemina and
Babesia bovis from Colombla. Hannover. ‘

9. Duehnen, W. 1987. Untersuchungen zum Befall landwirstschaftlicher Nutztiere mit Zecken (Ixodidea:
Ixodidae) und zur Zeckenbekaempfung im Departamento Cordoba, Kolumbien. Dissertation.
Hannover.

10.Thuliner, F. 1990. Untersuchungen zu Vorkommen, Epidemiologie und wirtschaftlicher Bedeutung
von Helminthen bel Kaelbern im Departamento Cordoba, Kolumbien. Dissertation. Hannover.

Los resultados de las investigaciones detalladas en los nimeros 9 (garrapatas) y 10 (helmintos) han sido
publicadas por separado en informes Técnicos (Nos. 7 y 10), mientras que la tripanosomiasis se trat6 en el
Informe Técnico No. 8. '

El presente Informe Técnico est4 basado en los trabajos detallados en los numerales 3, 4, 5,6, 7 y 8. El
informe hace referencia a las caracteristicas de aislamientos de cepas colombianas de B. bovis y B.
bigemina y a los resultados de investigaciones epidemiol6gicas realizadas en Cordoba y el Valle del Cauca,
igual que a una tentativa de mejorar las técnicas serolégicas de identiﬂcacién de infecciones por B. bovis
usando la prueba ELISA.

La revision de literatura es la sintesis de los capitulos correspondientes de todos los autores interesados.
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1. BABESIA Y ANAPLASMA: TAXONOMIA Y DISTRIBUCION

1.1 Babesia spp.

Las babesiosis son enfermedades causadas por protozoarios intracelulares, transmitidas por garrapatas
que ocurren en particular en bovinos de las reglones tropicales y subtropicales; ocasionan considerables
pérdidas y en consecuencia, constituyen un factor econémico importante (McCosker, 1981).

Los paréasitos correspondientes han sido descritos inicialmente por Babes (1888) y pertenecen a la subclase
Piroplasmia Levine y a la familla Babesiidae Poche (Levine, 1971; Levine, 1981). Entre tanto, se han
identificado méas de 70 especies de ocurrencia en varios tipos de hospederos, pero sGlamente las siguientes
sels son parasitos de bovinos (Levine, 1971):

Babesia bovis (Babes, 1888; Starcovicl, 1893)

Sin6nimos: Babesia argentina (Ligniere, 1903)
Babesia berbera (Sergent et al., 1924)

Babesia bigemina (Smith and Kilburn, 1893)

Babesia divergens (M'Fadyean y Stockman, 1911)

Babesla major (Sergent et al., 1926)

Babesia ovata

Babesia beliceri (sindnimo: Babesia occultans) (citado en: Kuttler, 1988b)

Entre estas seis especies se confiere particular importancia a B. bovis, debido a la enfermedad
relativamente severa que por lo general ocasiona. B. bovis ocurre en todos los continentes del globo
terraqueo entre 32 grados al norte y 30 al sur y constituye una amenaza potencial al 70% de la poblacién
bovina en el mundo de 1.2 billones de animales (Kuttler, 1988b; Ristic y Montenegro-James, 1988).

Iniciaimente se presentaron algunas dificultades en la clasificacién de B. bovis, B. argentina y B. berbera.
Mientras Sergent et al. (1945) describieron B. berbera como una especie separada con base en los
resultados de estudios de inmunidad cruzada, Goldmann y Rosenberg (1974) llegaron a la conclusién que
los miembros de este grupo representaban una sola especie, después de haber observado extensas
reacciones cruzadas entre ellas en las pruebas serolgicas de fluorescencia. Sin embargo, como los
antisueros de B. bovis y B. argentina reaccionaron con el antigeno de B. bigemina en sus pruebas,
mientras que el antisuero de B. berbera no, ellos sugirieron clasificar este parésito en un subgrupo y B.
bovis y B. argentina en otro. Finalmente, sin embargo, la mayoria de los taxonomistas acordaron B. bovis
como el nombre para la especie y B. argentina y B. berbera como designaciones de sinénimos (Anon.
1978), aunque adn en algunas ocasiones se utilizan los nombres antiguos en la literatura.

La babesla, dependiendo de la ocurrencia de sus garrapatas vectores, esta ampliamente distribuida en los
paises tropicales y subtropicales. B. bigemina ha sido el agente causal de la Fiebre de Texas en los
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Estados Unidos; fuera de ésto es de particular importancla en los estados del occidente de Africa. En el
resto de Africa, B. bovis es de mayor importancia que B. bigemina, al igual que en el caso de Australia,
Asla y Latinoamérica. B. divergens s6lo se presenta en Europa occidental, central y oriental, mientras
que B. major est4 limitada a Europa y al norte de Africa. Esta Gitima es menos patogena que las otras
especies de Babesia.

1.2 Anaplasma marginale

El Manual de Bergey (8a. Ed.) cataloga al Anaplasma marginale como la especie-tipo del genero
Anaplasma, familla Anaplasmatacease, orden Rickettsiales. La segunda especie del género, Anaplasma
centrale, causa una forma relativamente moderada de anaplasmosis bovina y ocurre en Africa (Ristic y
Carson, 1977). :

El A. marginale es endémico en las regiones tropicales y subtropicales del globo, pero también se presenta
en zonas templadas, tales como el noroeste de los Estados Unidos (Ristic y Carson, 1977).

2. HEMOPARASITOS EN COLOMBIA

El clima es tropical en el 80% de la superficie de Colombla; subtropical en el 10% y el resto del pals es
templado o atin frio (cordilleras de montafias altas) (Vizcaino, 1979). Las regiones tropicales y subtropicales
del pals mantienen los més altos porcentajes de bovinos yla region de la costa norte es el area mas
importante de produccién bovina (Anon., 1974b). Allf, la temperatura promedia para el afio fluctda
aproximadamente en 27 grados C (26.6-27.4) (Anon., 1984).

Los hemopardsitos estdn ampilamente diseminados en las éreas tropicales y subtropicales, en particular
sl sus climas son también himedos, lo cual ofrece las condiciones ideales para el desarrollo de variadas
especies de hemoparasitos y sus vectores (Desowitz y Fairbairn, 1955; Ouhelly y Schein, 1988).

Se ha demostrado la ocurrencia de nueve especies de hemoparasitos en cinco géneros diferentes de
animales de vida salvaje en los Lianos Orientales de Colombia (Ayala et al., 1973).

Las infecciones por babesia han sido reconocidas en Colombia por varios autores como las causas de
enfermedades ampliamente diseminadas (Todorovic, 1976). Luego, Todorovic (1976), Gonzélez y Todorovic
(1977), Corrier y Guzmén (1977), Corrier, et al. (1978) y Vizcaino (1979), estudiaron y describleron los
problemas de las infecciones por babesia y anaplasma en Colombia.

En Cordoba, la encuesta realizada por el preéante proyecto en 1982-1984 demostré la ocurrencia en esta
regién de los sigulentes hemoparésitos: A. marginale, B. bigemina, B. bovis, Tripanosoma vivax y
Tripanosoma theileri. )

Ademas, Otte (1986) encontré evidencla morfolgica en un extendido, de una vaca procedente de Cordoba,
de la presencia de Eperythrozoon wenyoni en la regién. La amplia diseminacion de la ocurrencla de T.
theileri y T. vivax han sido reportadas por Wells (1969), Betancourt (1978), Kuttier et al. (1969) y Otte
(1989).
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Se estimé que las pérdidas generales ocasionadas por garrapatas, babesia y anaplasma hablan ascendido
a 1.3 millones de dolares en 1979, mientras que el ingreso anual per capita en Colombla era de US$1.410.
Una proporci6n relativamente alta de esta pérdida (31%, equivalente a US$0.4 millones) se contrajo en las
areas relativamente reducidas de produccién bovina de los valles del Magdalena y del Cauca y en las partes
bajas de la planicie de los Andes (Pefia et al., 1980).

Segun Nowak (1990), en Coérdoba, el 16% de la mortalidad de los terneros es causada por hemoparésitos.
La importancia de ésta pérdida aumenta si se considera la reduccion en las ventas de leche debido a que
las vacas que pierden su temero no completan su lactancla (Otte, 1989). Ademés, se encontrd que las
ganancias en peso de temeros con més del 25% de genes Bos taurus que habfan presentado
serocoriversion a B. bovis eran significativamente méas bajas que la de aquellos que no hablan tenido
seroconversién (Otte et al., 1985). ' ‘ :

Por otra parte, se encontré que la infestacién con garrapatas por s/ misma no causaba pérdidas
significativas, expresados por ejemplo por las reducidas ganancias de peso y por los costos de los
acaricidas. Otte (1989) calculé que éstas eran Inferiores al 2% de la produccion.

Una finca lechera en el Valle del Cauca calculé sus pérdidas debidas a hemoparasitismo (mortalidad,
costos de las drogas, aumento en la mano de obra), durante el periodo de 1970 a 1975, entre US$1.030
y US$3.210 por afio, es decir, US$5-13 por cabeza/afio (Anon., 1975). En otra finca en la misma regién,
el hemoparasitismo en promedio causé tasas de mortalidad del 4% en bovinos menores de 24 meses y del
3% en animales de mayor edad. La produccién promedia de leche de las vacas que hablan contraido la
enfermedad fue de 2.900 k. de leche por lactancia y tuvieron un perfodo seco de 92 dias, mientras que
aquellas que habfan permanecido sanas presentaron una produccién promedia de lactancia de 3.100 It y
estuvieron secas por s6lo 67 dias. Las diferencias fueron estadisticamente significativas (Gonzélez et al.,
1978a).

Se pueden esperar pérdidas mas elevadas en &reas marginales para garrapatas, con un estado de
inestabllidad endémica reinante, o donde la reproduccién y cria de temeros se lleva a cabo en fincas
distantes del 4rea infestada con garrapatas y la produccién dentro de ésta, como es el caso en clertas.
regiones de Colombia. ~

3. PATOGENESIS Y CURSO DE LAS INFECCIONES POR BABESIA

3.1 Ciclo de desarrolio de la babesia

Los esporozoitos de la babesia, una vez introducidos en el huésped vertebrado, invaden los eritrocitos y
. se desarrolian via los trofozoltos y merontes a su estadio final, los merozoitos. Estos son ingeridos por la
garrapata vector y se transforman en gametos via gamontes. Segun Drolesky et al. (1984), Weber y
Friedhoff (1977), Rudzinska et al. (1979) y Mehihom et al. (1980), existe evidencia de un primer estadio de
reproduccion sexual, inmediatamente después de la ingestién de la sangre del huésped, en las células
eplteliales de los intestinos de la garrapata en las especies B. bigemina, B. microtl y B. canis. En el caso
~ de B. bovis no hay tal evidencia.

Los gametos se acumulan formando células esféricas, los cigotos, los cuales invaden selectivamente las
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céiulas epiteliales basoffiicas de los intestinos de las garrapatas donde se dividen eventualmente en
esporoquinetos en forma de palo. Estas estan sometidas a fision multiple en los varios 6rganos internos
de la garrapata, incluyendo los ovarios y también invaden los 6vulos asegurando asf la infeccion de las
larvas de la sigulente generacién de garrapatas. Luego, en el caso de B. bigemina hay una transmision
vertical de las larvas a las ninfas, lo cual no sucede con B. bovis; las ninfas de B. bovis estan libres de
babesla y, por lo tanto, no transmiten la enfermedad.

En forma variada, segin las especles de babesia y de garrapatas, los esporozoitos se transmiten de las
glandulas salivares de larvas, ninfas o adultos infectados al huésped vertebrado e invaden sus gl6bulos
rojos.

Usualmente se encuentra B. bovis en el centro de las células y, dado su tamafio de 2.4 x 1.5 micrones,
se cuenta entre las babeslas pequefias (Mahoney, 1977).

La ocurrencia de B. bovis est4 limitada a los bovinos. Son escasos los reportes de infecciones en otros
hospederos (bufalos por ejemplo) (Muraleedharan et al., 1984). Hasta ahora no se han identificado
huéspedes reservorios importantes (Friedhoff y Smith, 1981).

3.2 Curso de la enfermedad y sintomas clinicos

Muchos de los autores concuerdan en que la mayorfa de las enfermedades hemoparasitarias no causan
frecuentemente manifestaciones clinicas severas en 4reas endémicas.

La enfermedad causada por B. bovis en bovinos esté caracterizada por fiebre, apatfa, anorexia y anemia,
a menudo acompafiada por sintomas de shock. Estos (itimos no se deben esenclaimente a la destruccion
de los eritrocitos por los parésitos sino més bien a causas secundarias, tales como por ejemplo, la
activacién de la calicreina (Wright y Mahoney, 1974; Wright, 1975; Mahoney, 1977; Wright y Goodger, 1988).

Una caracteristica especial de la infeccion por B. bovis es la preferencia de la babesia por los capilares
de 6rganos internos més que por la sangre periférica, en particular el cerebro. En éste Uitimo caso, puede
ocurrir acumulacién Intravascular de eritrocitos con perturbaciones severas del sistema nervioso central y
muerte, aunque en esta fase no existe alin parasitemia significativa en la sangre periférica de muchos de
los animales (Mahoney, 1977). Este fenémeno es causado por citoadherencia de eritrocitos parasitados,
lo cual a su turno se debe a la formacién de protrusiones en sus membranas (Alkawa et al., 1985; Wright
y Goodger, 1988). Las cepas virulentas de B. bovis producen la formacién de una cantidad mas elevada
de estas protrusiones de lo que harfan cepas menos o no virulentas (igarashi et al., 1988).

Ademéas de las mantestaciones severas y agudas de la enfermedad, también pueden presentarse
infecciones subagudas o aun subclinicas. Esta Uitima forma es llamada babesiasis (Mahoney, 1977).

Como el bazo desempefia un papel de particutar importancia en la eliminacion de los paréasitos de la sangre

(Garmnham, 1970; Schnitzer et al., 1972), es posible producir en ciertos animales manifestaciones agudas de
babesiosis esplenectomizando animales con babesiasis.
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3.3 Resistencia e inmunidad

El curso y el grado de severidad de la babeslosis depende de la virulencia del agente infectante, la cual
puede varlar considerablemente de una cepa a otra y la dosis de infeccién (Mahoney et al., 1979), pero
también de la edad y del grado de susceptibilidad de los hospederos. Usualmente no se presentan casos
de babesiosis aguda en areas endémicas con poblaciones estables de garrapatas (Joyner y Donelly, 1979)
ya que los terneros estan protegidos inicialmente por anticuerpos maternos (Hall, 1960, 1963), que luego
son reemplazados gradualmente por inmunidad adquirida. Ross y Loehr (1970) encontraron que los
“anticuerpos calostrales de B. bigemina, demostrados por la prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes
(IFAT), persistieron durante 110 dias, pero Berry et al. (1981) observaron que los anticuerpos matemos para
B.bovis se reducfan al minimo ya en el transcurso de 38 dfas, cuando los tftulos empezaron a subir
nuevamente. Esto, asumen ellos, se debe a las infecciones naturales adquiridas en ese lapso de tiempo.

Repetidamente se ha expresado que los terneros, independientemente de si han recibido calostro o no, son
menos susceptibles que los bovinos de mayor edad, o completamente refractarios a las infecciones por
babesla hasta la edad de 7 a 9 meses (Callow y Dalgliesh, 1982). Trueman y Blight (1978) liamaron este
fen6meno “resistencla natural’, mientras que Callow y Dalgliesh (1982) usaron el término “inmunidad
inespecifica”. Este fendbmeno es considerado un factor epidemiol6gico importante. Segin Levy et al. (1982)
se debe a dos elementos diferentes: un factor eritrocftico (basado posiblemente en la estructura de la
hemoglobina fetal) que dura solamente un corto perfodo, y un factor sérico de més larga duraciéon. Este
proporciona suficiente proteccién como para evitar una enfermedad severa més no una infeccién que luego
induce inmunidad activa (Joyner y Donelly, 1979). La situacién parece ser similar en el caso de A.
marginale, en la cual las infecciones también permanecen moderadas hasta la edad de un afio (Ristic,
1981).

La inmunidad siguiendo a una infeccién con B. bovis, frente a la reinfeccion con cepas homblogas dura
por lo menos cuatro afios. Los bovinos infectados pueden permanecer portadores del parésito durante
afios, a pesar de ser s6lidamente inmunes; las parasitemias que ocurren en ocasiones durante este perfodo,
las cuales pueden tener conexion con recidivas de enfermedad aguda (Cumow, 1973; Young, 1988), se
deben probablemente a diferencias en la estructura del antigeno del nuevo parésito que esté invadiendo.

Ross y Mahoney (1974) han desarroilado un modelo computarizado basado en las tasas de parasitemia de
B.bovis observadas en un hato Bos taurus. Ellos utlizaron este modelo para el célculo de la capacidad
potenclal de la poblacién de B. bovis correspondiente para la formacion de variantes del antigeno. El
resuitado fue: més de 100,

En consecuencia, no es sorprendente que se haya identificado la existencia de un nimero considerable
de cepas diferentes de B. bovis en Centro y Suramérica. La inmunidad contra una de estas cepas, cuya
ocurrencia se encontr6 en Argentina, Ecuador, México, Colombia y Venezuela, no necesariamente protege
contra otras cepas de cualquiera de estos palses (Montenegro-James y Ristic, 1985), aunque existia una
inmunidad cruzada sélida entre algunas de ellas. Esto indica que hay antigenos protectores comunes para
algunas de las cepas més no para todas (James, 1988). Después de la infeccién con varias de estas cepas,
se observaron titulos IFAT altos sin haber un efecto protector frente a la infeccién con cepas heterdlogas
(Montenegro-James y Ristic, 1985). '

El hecho observado con frecuencia de ser las razas Bos indicus en general menos susceptibles a las
infecciones con babesia (Daly y Hall, 1955; Utech y Wharton, 1982), segtin Miller et al. (1984) y O’Kelly y
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Splers (1978), se debe en parte a un nivel més alto de resistencia a las garrapatas en estos animales. En
realidad se ha advertido que las tasas de Infestacién con garrapatas aumentan exponenciaimente a medida
que decrecen los niveles de ios genes Bos Indicus en los hatos (Bourne et al., 1988). Ademés, cuando
se compararon las tasas de infestacion de animales Bos Indicus puro y Bos indicus x Bos taurus (5/8
Aberdeen Angus x 3/8 Nelore; o Nelore x Fleckvieh; o Nelore x Chianina; o Nelore x Charolals), los Nelore
puros tenfan una tasa promedia de infestacion de 3.3 hembras ingurgitadas/dia y los cruzados de 21 a 60
(G6mes et al., 1968). Mahoney et al. (1981) observaron que los cruces de Cebl y razas Europeas no
necesitaban control de garrapatas, aunque en su investigacién la tasa de inoculacion decayé por debajo
de 0.005.

Aprovechando los hechos arriba mencionados, se han establecido nuevas razas lecheras con grados
relativamente altos de resistencia a las garrapatas, tales como Cebi lechero Australiano (toros Sahiwal x
vacas Jersey) y Frisosahiwal Australiano (toros Sahiwal x vacas Holstein) mediante una seleccion adecuada
(Benavides, 1988). Existen Individuos también en razas Europeas - aunque se encuentran con mucho
menos frecuencia que en las razas Cebli - con niveles relativamente elevados de resistencia a las
garrapatas, factor que deberfa ser tenido en cuenta en los programas de mejoramiento genético en los
trépicos. Por otra parte, el nivel de resistencla a las garrapatas en los individuos Cebii no es uniforme;
slempre existen algunos que portan unas pocas o ninguna y un bajo porcentaje de otros que en realidad
sostienen la mayorfa de la carga total de garrapatas del hato. La eliminacion selectiva de estos individuos
puede reducir en una forma dréstica la Infestacion total de garrapatas del hato y de las praderas (Anon.
1984a; Benavides, 1968).

Ademés, en infecciones experimentales se encontr6 que también existia un nivel verdaderamente més alto
de resistencla natural a las infecciones con babesla (Johnston, 1967; Rogers, 1971b) en las razas Bos
indicus comparado con ef de animales Bos taurus.

34 Diagnéstico

Los hemopardsitos se pueden demostrar directamente en extendidos colorados o en preparaciones de gota
gruesa (Mahoney y Saal, 1961; Bishop y Adams, 1973) y en extendidos de material cerebral (Hadani et al.,
1983). La ocurrencia de las infecclones hemoparasitarias también se pueden demostrar por métodos
indirectos (serologfa) indispensables en estudios epidemiol6gicos, en los cuales se involucran grandes
cantidades de animales.

3.4.1 Demostracién directa de la infeccién con hemoparésitos

La base de las Investigaciones hemoparasitarias es la demostracién directa de parasitos en la sangre a
través de extendidos coloreados con Glemsa (Anon. 1984). Este método permite la diferenciacion
morfolégica de varlas especies de parésitos, el célculo de las tasas de parasitemia y las evaluaciones de
las alteraciones en el cuadro hematico. Para garantizar la captacién de densidades de parasitemia ain
bajas, es conveniente utilizar para estos exdmenes sangre capllar mas que yugular, en particular cuando
el parasito de interés es B. bovis.

La sensibilidad del método directo para la demostracién de hemoparasitos mejora utilizando el método
de gota gruesa (Mahoney y Saal, 1961; Bishop y Adams, 1973), aunque los paréasitos sufren algunas
alteraciones morfolégicas durante el proceso. La sensibilidad de esta técnica aln se puede incrementar
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coloreando la gota gruesa con Naranja-Acridina y realizando luego e examen -on microscopio de
fluorescencla (Winter, 1967; Trees, 1974). Ganse-Dumrath (1986), encontr una tasa de parasitemia de
65.2% en animales serolégicamente positivos a B. divergens mediante éste método, 13.6% més que con
la preparacion de gota gruesa coloreada con Glemsa.

Tropberger (1987), observé séio 10.6% menos extendidos positivos microscépicamente mediante la técnica
de extendido colorado con tincién Giemsa, de los que resultaron positivos a la prueba serolégica para B.
bigemina. En el caso de B. bovis, sin embargo, la diferencia fue de 45%, lo cual no es sorprendente
conociendo la tendencla que tiene este organismo de concentrarse en el sistema capilar de 6rganos
internos (Mahoney y Saad, 1961; Rogers, 1971a). Por otra parte, este efecto puede ser utilizado en
diagnéstico. Hadani, et al. (1962) por ejempio demostraron por este método, B. bovis en frotis de cerebro
de 28 de 39 bovinos sacrificados en Argentina, mientras sélamente 16 de estos animales habfan
reacclonado en una forma claramente positiva a la prueba IFAT. En una investigacion posterior (Hadanl,
etal., 1983), 50.7% de los animales investigados reaccionaron positivamente a la prueba IFAT, mientras que
en ol 42% se encontrd B. bovis en capilares del cerebro.

Para la demostracion directa de B. bovis via sondas-DNA se requieren tasas de parasitemia de por lo
menos 0.1%. El método implica una gran inversién de tiempo y trabajo intensivo, a la vez el nivel de
sensibilidad es insuficiente (McLaughlin et al., 1986; Relter y Welland (1989).

La infeccién crénica con B. bovis se puede demostrar directamente por esplenectomfa o transfusién de
sangre. La parasitemia en animales Infectados crénicamente aumenta después de la extirpacion del bazo
y se hace evidente en el extendido fresco (Donnelly, 1984). Las transfusiones de sangre de donantes
infectados, ocaslonan enfermedad en los receptores, como por ejemplo Gerbils (Ulimann, 1983) o bovinos
esplenectomizados (Donnelly, 1984). ‘

3.4.2 Demostracién indirecta de la infeccién con hemoparésitos

Las pruebas serol6gicas son indispensables en las investigaciones epidemiol6gicas. Las més importantes
son fijacién del complemento (FC), varias pruebas de aglutinacién, la prueba indirecta de- anticuerpos
fluorescentes (IFAT) (actualmente es el método esténdar), el Radioinmuno Ensayo (RIA descrito por Kahi
et al., 1982) y reclentemente la prueba de enzimas ligadas a los anticuerpos (ELISA). Revisiones detalladas
de estas técnicas fueron proporcionadas por Zuemer (1983), Musller (1984), Welland y Reiter (1988), Reiter
y Weiland (1989) y Doherr (1990) (ver también la parte Il de este Informe Técnico).

Al emplear las técnicas descritas anteriormente para la' demostraci6n Iindirecta de babesia y anaplasma,
se debe tener en cuenta que se pueden presentar reacciones cruzadas (Todorovic y Carson, 1981) y que
puede ser dificil la interpretacién de sueros con tftulo; ba]os (Reiter y Welland, 1989).

Las pruebas utilizadas con més frecuencla son FC e IFAT, algunas pruebas de aglutinacién (a saber, la
aglutinacién en tarjeta (PAT)) y ELISA (Biewett y Adam, 1978a).

La ventaja de la IFAT, comparando IFAT y la PAT, reside en el hecho que también se pueden demostrar
infecciones latentes. Ademés, IFAT es mas rapida y simple de realizar, fuera de ser mas econémica que
la FC (Kuttler et al., 1977; Todorovic y Long, 1976). Se ha encontrado que la sensibilidad de la FC es baja
en el caso de babeslosis bovina; por lo tanto, se recomienda el uso de IFAT (Anon., 1984b). Sin embargo,
una desventaja serla de ésta Uitima radica en que su estandarizacién es en extremo dificl (Todorovic y
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Long, 1976; Blewett y Adam, 1978a).

Las pruebas de ELISA desarrolladas hasta ahora no han sido ampliamente aceptadas en la practica por
razones de especificidad insuficiente (Relter y Welland, 1989). Las pruebas de ELISA desarrolladas més
recientemente parecen haber superado este obstaculo (Doherr, 1990). :

Las pruebas de aglutinacion presentan métodos mas simples particularmente aptos para utilizarlos en la
practica. Sus ventajas radican en la simplicidad y rapidez de su ejecucion y en la economfa en costos
(Wekand y Reiter, 1988); sus desventajas son reacclones inespecfficas y un bajo grado de sensibilidad
(Relter y Weiland, 1989). j

3as Control

‘Existen posibilidades de tratamiento quimioterapéutico (Tabla 1) de animales infectados por hemoparéasitos.

Kuttler (1988a) ofrece un recuento extenso de drogas disponibles y su dosis para este fin. En casos
severos, la quimioterapla tiene que acompafiarse de transfusiones de sangre u otros medios de sustitucion
de los fluidos y electrolitos corporales. La quimioterapla masiva en las primeras fases de la infeccién puede
prevenir el establecimiento de inmunidad (Kuttler, 1988a). El control por este medio es factible s6lo en
hatos pequefios bajo estrecha observacion (Ristic y Montenegro-James, 1968).

TABLA 1 QUIMIOTERAPIA MAS COMUNMENTE UTILIZADA PARA ALGUNAS ENFERMEDADES
HEMOPARASITARIAS (Kuttler, 1980)

Dosis (mg/kg peso corporal)
Droga . Anaplasmosis Babesiosis Trypanosomiasis
Tetraciclina 11.0 ™ -
Iimidocarb 5.0 1-3 -
Diminacen aceturato
(Berenil) - » 3-5 3-5

*  La eficacia de la Oxitetraciclina contra Babesia no es completamente clara (Pipano et al., 1985, 1987,
1988; Kuttler, 1980)

Se han sugerido varios métodos para el control inmunoprofilactico. Sin embargo, el desarrolio de una
vacuna para una inmunizacién activa contra B. bovis presenta problemas debido a que el antigeno esta
sujeto a variacion antigénica (Curnow, 1973) y dadas las variadas respuestas inmunes a las cepas
heterélogas (Montenegro-James y Ristic, 1985).

El método de premunicién con cepas virulentas de babesia bajo control quimioterapéutico es muy exigente
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pero se puede aplicar en casos de introduccion de animales susceptibles en 4reas infectadas. En el caso
de anaplasmosis, no ha tenido éxito éste método (Todorovic y Téllez, 1975).

Las posibliidades de producir inmunidad estérll se ofrecen en la forma de vacunas muertas de antigeno
derivado de cultivo (Montenegro-James y Ristic, 1985). Sin embargo, éstas no proporcionan una inmunidad
duradera a menos que se garantice la ocurrencla de infeccion natural poco tlempo después de la
vacunacién (Todorovic et al., 1973).

La aplicacién de vacunas vivas ofrece una proteccién perdurable. En este caso, el agente infectivo es
atenuado por varios pases en temeros esplenectomizados (Callow y Mellors, 1966; Todorovic y Gonzélez,
1975; Gonzélez et al., 1979; Todorovic et al., 1979). Las cepas de campo de baja virulencia también pueden
ser empleadas como vacunas vivas, como lo demostraron Zaraza y Parra (1977) en el caso de infecciones
con A. marginale. La dosis minima infectiva en este caso fue 10° parasitos (Vizcaino y Betancourt, 1983).

Desde 1897 se ha empleado la inmunizaci6n activa contra B. bovis, utilizando in6culos que variaban desde
vacunas con base en parésitos vivos sin atenuar (sangre de animales infectados) hasta los extractos de las
proteinas del parédstito, los cuales proporcionaron proteccion a la enfermedad aguda en la mayorfa de los
casos de Infeccion con cepas homélogas y heterdlogas (Ristic y Montenegro-James, 1968; Timms, 1969).
Hasta ahora han fracasado los intentos de vacunas con DNA recombinante (Timms y Barry, 1988).

Hay concordancia en la literatura sobre la necesidad de vacunacién en las partes marginales de regiones
endémicas, o en los casos de Introduccion de animales susceptibles en estas reglones (Mahoney, 1977,
Corrler et al., 1978; Todorovic et al., 1979). En cuanto a las mismas regiones endémicas, las opiniones
estan divididas. Algunos autores recomiendan la vacunacién para B. bovis y A. marginale incluso dentro
de estas regiones (Todorovic, 1976; Ristic and Carson, 1977), pero otros la consideran de valor cuestionable
(Corrier, 1977; Corrier et al., 1978) o “evitable” (Mahoney, 1972).

Recientemente, investigadores argentinos (Guglieimone, 1990) han tenido éxito en el desarrolio de una
vacuna triple, viva, congelada contra babesiosis y anaplasmosis, basada en cepas atenuadas de B.
bigemina, B. bovis y en A. centrale. La concentracioén de organismos en la fraccién de B. bigemina es
2.5 x 10’, en la de B. bovis es 10° y en la de anaplasma 5 x 10". La vacuna tiene que utlizarse en ol
transcurso de 30 minutos después de su descongelacion y por lo tanto, es un prerrequisito la existencia de
una cadena de frio, cuyo funcionamiento sea fiable, desde el laboratorio productor de la vacuna hasta el
usuario final en la finca. El autor también hace énfasis en que, aunque los organismos que componen la
vacuna son atenuados o de una patogenicidad natural baja, ocaslonarén reacciones moderadas (un ligero
incremento en la temperatura coincldiendo con el pico de parasitemias modestas en el caso de babesias
y un ligero descenso del volumen globular), las cuales sin embargo, pasaran rdpidamente. La vacuna no
tiene efectos adversos en las ganancias de peso en los novillos; no se pretende que sea de uso general sino
s6lo en 4reas y situaciones de Inestabilidad endémica.

3.6 Vectores

La distribucion de hemoparasitos est4 limitada a la ocurrencia de sus vectores. Algunos de los géneros
de los artropodos detallados por Dunn (1929) como par4sitos del hombre, Page (1972) demostrd que eran
parasitos también de los bovinos en Turipan4, Coérdoba. Ademés de los tabénidos (T. nebulosus T.
claripennis, T. pungens, Lepiselaga crassipes), Culicidae e Ixodidae, 8l encontr6 Haematobia (Siphona;
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Lyperosia) spp. y Stomoxys calcitrans en ganado vacuno de Cérdoba.

Las encuestas sobre garrapatas realizadas en Colombia (Abeche, 1984, Betancourt et al., 1984a; Duehnen,
1987) han resultado todas en la identificacion de Boophilus micropius como la especie dominante (mas
del 90% de la poblaciéon de garrapatas). De acuerdo con Otte (1989), y segun lo determinado durante el
estudio seccional-cruzado llevado a cabo en 1982/83, las tasas de Infestacién en Cordoba medidas como
el nimero de garrapatas estandar (hembras ingurgitadas de B. microplus de més de 4.5 mm de longitud)
fueron: 0 garrapatas en 44.1% , entre 1y 10 en 36.7%, entre 11 y 50 en 12.7% y mas de 50 en 6.5% de
los animales incluidos en la encuesta. Las cargas de garrapatas de méas de 50 fueron significativamente
mas comunes durante la época de verano.

Las simulaciones en Cérdoba con el modelo CLIMEX desarrollado por Sutherst y Maywald (1985)
confirmaron que las condiciones ambientales son muy favorables para el desarrolio de B. microplus; se
pueden desarrollar hasta 7 generaciones por afio (Betancourt et al., 1984c). Aunque al finalizar el verano
las condiciones fueron las menos propicias para las garrapatas, fue durante este perfodo cuando se
observaron las mas altas infestaciones con garrapatas si no se realizaba adecuadamente el control
(Betancourt et al., 1984c; Duehnen, 1987), lo cual segin Otte (1989), sugiere que los factores relacionados
con el huésped pueden tener una influencla en las dinamicas de la poblacion de garrapatas.

Otte (1989) también cree que el alto nivel de genes de Cebil en los bovinos (basicamente Bos taurus) en
Cérdoba, es la razén fundamental de los niveles generalmente bajos encontrados en la infestacion con
garrapatas, lo cual esta demostrado por la relacién exponencial que é hall6 entre la cantidad de sangre
exética de Bos taurus en hatos mejorados genéticamente y la cantidad de acaricida utilizada por animal
y por affo (més de 40 it en hatos con 25% 0 més de genes exdticos versus menos de 20 it en los hatos
restantes).

3.6.1 Transmisiéon de anaplasma

Se ha comprobado que el anaplasma es transmitido a través de por lo menos 20 especies diferentes de
garrapatas (Ristic, 1968; Gothe, 1974), entre las cuales B. microplus es la més importante. Ademas, el
organismo puede ser transmitido por una variedad de dipteros hematéfagos, tales como varias especies
de tabanidos (Wilson y Meyer, 1966), Stomoxys calcitrans, Haematobia (Siphona) spp. (Dikmans, 1950),
Simulidae y Culicidae (Ristic, 1960).

Se ha demostrado repetidamente que los tabénidos transmiten anaplasma (Dikmans, 1950; Ristic, 1960).
Pueden transmitir hasta por lo menos dos horas después de la interrupcién de una comida de sangre. Para
infectar un animal esplenectomizado son suficientes diez especimenes que se hayan alimentado en un
bovino con anaplasmosis aguda (Hawkins et al., 1982).

Ademds, son de importancia las infecciones latrégenas. Se han observado elevaciones en las incidencias
de anaplasmosis después de las campaiias de vacunacién (Corrier, 1977) y se ha comprobado que
anaplasma se puede transmitir a través de agujas sin esterilizar que han sido usadas en varios animales
(Wiesenhuetter, 1975). No se conoce el agente transmisor de E. wenyoni.

3.6.2 Transmisién de babesia

La mayorfa de los autores concuerdan en que las babeslas son transmitidas biolégicamente y sélo por
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garrapatas del genero Boophiius, en particular por las especies B. microplus y B. annulatus; se sospecha
que B. geigyi y Rhipicephalus bursa también las transmiten. En ol caso de B. microplus y ain
probablemente de B. annulatus, B. bovis es transmitida sélo hasta el quinto dia de Infestacion y
exclusivamente por las larvas de la garrapata; B. bigemina Uinicamente por las ninfas y los adultos
(Friedhoff, 1988).

No hay una evidencia concluyente de la transmision mecanica de babesia por artropodos hematéfagos o
garrapatas; las infecciones latrégenas o prenatales no son de significancia epidemioldgica (Friedhoff, 1988).

La mayorfa de las manifestaciones clinicas y de los brotes son causados por B. bovis (Mahoney, 1974;
Callow, 1976, 1979; Friedhoff y Smith, 1981), ya que la B. bigemina es bastante menos patégena y se
transmite en una forma mas efectiva, lo cual asegura la estabilidad endémica en la mayorfa de los casos
(Callow, 1979; Friedhoff 1988).

3.6.3 Infiuencia climética en ila poblacién de garrapatas

El clima en las tierras bajas tropicales de Colombia es caliente y himedo. Existe isotermia durante todo
el afio a una temperatura diaria promedia de 27 °C y una humedad promedia de 70-85%. La luz dia, un
factor que también influye en el desarrollo de las garrapatas (Friedhoff y Smith, 1981), varfa muy poco en
todas las estaciones. E! minimo es 11.5 h/dfa y el m&ximo 12.5 h/dfa (Duehnen, 1987). Estas condiciones
permiten actividades de las garrapatas practicamente durante todo el afo, incluyendo adn la corta época
de verano (tres meses), en los microhabitats que permanecen himedos y por lo tanto, el desarrollo de por
lo menos cinco generaclones por aflo (Evans, 1978; Duehnen, 1987). :

3.6.4 Influencia topogrifica en la poblacién de garrapatas

La planicie de la costa en el norte de Colombia varfa en altitud sobre el nivel del mar sdlo por unas pocas
centenas de metros (Corrier y Guzmén, 1977). Las garrapatas de los géneros Boophilus son endémicas
en Colombia hasta la altitud de 2.000 m. Las 4reas de mé4s de 2.500 m. son libres de B. microplus (Evans,
1978).

3.6.5 Influencia estacional en la poblacién de gamapatas

Las estaciones en la costa norte de Colombla estan caracterizadas por variaciones en la cantidad de
precipitacién, a saber:

Enero - Marzo época seca ("verano")

Abril - Mayo transicién a época de lluvias
Junio - Octubre época de liuvias ("invierno”)
Novbre.-Diciembre transicién a época seca

(Duehnen, 1987)

Seg(in Duehnen (1987), la carga de garrapatas en el ganado vacuno de Cérdoba aumenta durante la época
de verano y alcanza su més alto nivel al final de abril/principlos de mayo. Tropberger (1987) observé tres
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picos en la carga de garrapatas durante 1985: una en mayo, otra en octubre y otra en febrero. Estos
resultados se obtuvieron en fincas donde las medidas de control de las garrapatas (acaricidas) se aplicaban
a intervalos irregulares.

3.6.8 Influencia de las medidas de control en las poblaciones de garrapatas

Las &reas en las cuales existe estabilidad endémica para babeslosis se pueden volver inestables por el uso
de acaricidas (Rlistic y Levy, 1987), con la posibllidad de que ocurran brotes cuando se dejan aumentar
nuevamente las poblaciones de garrapatas después de un perfodo de control intensivo (Norval et al., 1983).
El desarrollo de cepas de garrapatas resistentes a los acaricidas puede producir el mismo efecto (Wharton
y Roulston, 1975). La introduccién de larvas infecclosas de areas endémicas vecinas, por animales con
parasitemia constituye una amenaza constante bajo estas circunstancias (Curnow, 1973).

37 Epidemiologfa de enfermedades hemoparasitarias

La epidemiologla, originaimente concerniente s6lo a las enfermedades contagiosas, hoy en dia se ocupa
de la ocurrencia y distribucién de enfermedades contagiosas o no y sus determinantes fisicos y quimicos
(Anon., 1986). Su meta es evaluar la morbilidad y mortalidad debida a varios factores patégeno -biolégicos
u otros, y ésto, en lo que se refiere a la medicina veterinaria, dentro del contexto econémico del proceso
de produccién. '

Uno de los medios diagnésticos de mayor importancia que puede acercarse a estas metas es la serologia
la cual, segin Mahoney y Ross (1972) y Mahoney (1974) debera ser simple pero exacta, aunque en realidad
practicamente todos los métodos serolégicos tienen algunas fallas. Mas aun, la fiabilidad de sus resultados
esta perjudicada por la existencia de inmunidad pasiva en temeros; por el hecho que existen reacciones
cruzadas entre las especies de paréasitos y que las inflamaciones agudas debidas a causas ajenas pueden
provocar reacciones positivas falsas (Cox, 1986).

3.7.1 Establilidad e inestabilidad endémica

La estabilidad endémica usualmente impera en las regiones donde la gran mayorfa de los bovinos han
tenido la oportunidad de una inmunizacién activa precoz durante sus primeros nueve meses de vida
(resistencia de la juventud) hasta clerto punto interferida por inmunidad pasiva; por eso el nimero de
garrapatas infectadas debe ser correspondientemente alto y su presencia constante durante todo el afio.

En regiones estables endémicamente, aunque los casos agudos de babesiosis y anaplasmosis pueden
ser ocasionales, la prevalencia de parasitemias patentes es alta, ya que pueden persistir durante perfodos
considerables después de la infeccion, constituyéndose asf en la fuente més importante de infeccién para
las garrapatas (Joyner y Donelly, 1979).

Las garrapatas se infectan con babesia durante las ultimas 24 horas antes de la replecion. Si el huésped
se encuentra en la fase inicial de (aln baja) parasitemia para este tiempo, se presentaran tasas altas de
infeccion con garrapatas (Friedhoff y Smith, 1981). El efecto sera contrario si las garrapatas se alimentan
en los huéspedes con tasas altas de parasitemia, dado que las babesias son patdgenas para las garrapatas
y muchas de estas Ultimas moriran. El grado de intensidad del efecto patégeno de la babesia en las
garrapatas también depende del grado de su susceptibilidad a las diferentes cepas de babesia (Friedhoff,
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1988). Smith (1904) estima que el grado de parasitemia més favorable para la lnfecclén con ganapataa Yy
la propagacion de la babesiosis serfa de 0.1%.

También existe una influencia de la tempora!ura en el desarrollo de la babesia en la garrapata. La infeccién
transovérica no se efectuara en temperaturas amblentales inferiores a 20 °C. en el caso de B. microplus;
y o desarrolio a esporozoitos sblo puede llevarse a cabo en garrapatas activadas por la temperatura
corporal del huésped (Smith, 1984; Friedhoff, 1988).

La prevalencia de parasitemias en las poblaciones bovinas en regiones endémicas es més alta a la edad
de 6 a 24 meses. Después de ésta cuando, con un alto grado de probabiiidad, los animales han sido
expuestos a un gran nimero de variantes del antlgeno el estado inmune correspondiente impide el
desarrollo de parasitemias patentes (Mahoney y Ross, 1972). La inmunidad se desarrolia antes y a un grado
més alto para B. bigemina que para B. bovis (Mahoney, 1962).

La probabilidad diaria de infeccién con babesla (transmision a través de garrapatas infectadas) en una
poblacion o un grupo de edad determinado se expresa mediante la "tasa de inoculacién" (Mahoney, 1974).
Esta se puede establecer con base en las tasas de parasitemia en una poblacién, en la tasa de infeccion
(prevalencia) en diversos grupos etarios, o en la tasa de infeccién de garrapatas (larvas) con babesia
(Benavides, 1985). El estimativo de mayor conflabilidad surge de la tasa de infeccién establecida
serolégicamente en grupos de bovinos y principaimente aquellos de 9 meses de edad, (Mahoney, 1974;
Friedhoff y Smith, 1981), segun la siguiente férmula:

h=In(1-1)

t

donde | es el porcentaje de bovinos infectados
h es la tasa de inoculacién
t es la edad de los terneros en dfas, corregida por el tiempo requerido para producir anticuerpos
e es la base del logaritmo natural
In es el logaritmo natural

Con base en la tasa de inoculacién es posible estimar el riesgo de la ocurrencia de manifestaciones agudas
(incidencia) y se pueden comparar las situaciones epidemiolégicas basicas de las regiones (Smith, 1984).

En los hatos Bos taurus, las tasas de inoculacién <0.005 indican Inestabilidad endémica y entre 0.005 y
- 0.0005 debe contarse con manifestaciones clinicas frecuentes. A una tasa de inoculacién de 0.001, se
- puede esperar que aproximadamente el 50% de una poblacion investigada se infecte entre los 10 y los 48
meses de edad y cerca del 20% permanecer4 sin infectarse hasta la edad de 48 meses. Por otra parte, si
la tasa de inoculacion es inferior a 0.0005, el riesgo de enfermedad decrece ya que es improbable que la
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gran mayoria de los animales en la poblacién adquiera la infeccién en cualquier época. Alrededor del 90%
de los animales de un hato permanecen sin infeccién a una tasa de inoculacion de 0.0001 (Mahoney y Ross,
1972; Mahoney, 1974; Friedhoff y Smith, 1981; Anon., 1984b).

En los hatos Bos indicus puro, las manifestaciones de B. bovis seran ocasionales aun si las tasas de
inorutacion son inferlores a 0.005 y dentro del rango de 0.005 a 0.0005, establecido como crftico en al
caso de hatos B. taurus. Es probable que los animales cruzados (B. taurus x B. indicus) tomen una
posicién intermedia, dependiendo posiblemente de la proporcion de genes B. indicus en estos animales,
ya que Mahoney et al. (1981) observaron que los animales mestizos no necesitaban control de las
garrapatas mientras su tasa de inoculacion habfa descendido a menos de 0.005.

Existen varios modelos mateméticos que incluyen los componentes del complejo de la relacion vector-
parasito-huésped (Ross y Mahoney, 1974; Smith, 1983; Sutherst y Maywald, 1985; Suthers, 1986) que
pueden ser Utiles en la planificacion de programas estratégicos de control.

3.7.2 Investigaciones epidemiolégicas en Latinoamérica

Las tasas de prevalencia para B. bigemina y A. marginale son en general altas en los palses de Centro
y Suramérica. Se informa que la ocurrencia de las infecciones con B. bovis es mas frecuente en El
Salvador, Bolivia y Guayana que en Colombia, Venezuela y México.

En el Brasll, la babesiosis es considerada endémica en el estado de Minas Gerais, a tasas de prevalencia
de 79.04% para B. bigemina y de 82.53% para B. bovis (Salcedo et al., 1987).

En Santa Lucfa, Hugh-Jones et al. (1988) encontraron tasas de prevalencia de 68% para B. bigemina y de
56% para B. bovis.

Segun estimativos de veterinarios en Argentina, el 3.5% de las pérdidas por muerte en hatos productores
de leche, es ocasionado por A. marginale vs. 1.5% por B. bovis (Spaeth et al., 1988). En ganado de carne,
las pérdidas por causa de ambos patdégenos fueron del 3.5%.

S6lo en muy pocas ocasiones se han realizado informes acerca de estudios longitudinales sobre la
ocurrencia e implicaciones de las infecciones con hemoparéasitos en Latinoamérica.

En México, Teclaw et al. (1985a,b) realizaron investigaciones epidemiolégicas en 190 animales de 5 hatos,
utilizando las pruebas IFAT y aglutinacién en tarjeta por un perfodo de 10 meses. Ellos observaron 4
seroconversiones para B. bovis entre mayo y septiembre; las seroconversiones de B. bigemina fueron mas
frecuentes y su distribucién fue uniforme durante todo el perfodo de la investigacion, mientras que para A.
marginale no estuvieron distribuidas uniformemente entre los hatos.

En Venezuela, James et al. (1985) examinaron dos grupos de terneros, uno de los cuales era Bos taurus
y el otro Bos indicus, por lo regular hasta su séptimo mes de vida. Encontraron que los terneros se
infectaban entre el tercer y el cuarto mes con B. bovis, B. bigemina y A. marginale. No se presentaron
diferencias significativas entre las razas.

En el Salvador, se examinaron regularmente 50 terneros de 4 hatos hasta los 12 meses de edad. La
mayoria de los animales se infectd hasta el séptimo mes de vida con B. bovis, B. bigemina y A. marginale
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(Payne y Scott, 1982).

En Bolivia, Berry et al., (1981) demostraron mediante la prueba IFAT la presencia de anticuerpos maternos
para B. bovis en 18 temeros hasta su quinta semana de vida. A partir de este punto, los ttulos empezaron
a incrementarse, lo cual segun los autores se debié a infeccién natural.

Se encontré que la prevalencia de A. marginale aumenta con la duracién de la permanencia de los
animales en el pasto (LOpez et al., 1983) y la transmision de anaplasmosis estuvo favorecida por altas
densidades ganaderas debido a que éstas faclitaron el cambio de huéspedes de garrapatas infectadas
(Rogers y Shiels, 1979). '

Las prevalencias altas de anaplasma en animales jévenes se correlacionan inversamente con la ocurrencia
~ de manifestaclones clinicas; éstas ocurren principalmente en animales adultos. En Australla, se registré el
38% de casos clinicos de anaplasma en bovinos entre 1 y 3 afios de edad; 55% en animales mayores de
3 afios (Rogers y Shiels, 1979). En Argentina, se observé el 82% de los casos clinicos en bovinos mayores
de dos afios de edad (Spaeth, 1986).

La anaplasmosis clinica ocurre con mayor frecuencia en razas lecheras en Argentina y Australia, pero
también se presenta en razas de carne. En éstas, 62% de los casos clinicos se observé en animales
Hereford comparado con 8% en Brahman X (una raza Bos indicus) (Spaeth, 1986; Rogers y Shiels, 1979).

3.7.3 Investigaciones epidemiolégicas en Colombia

Las infecciones hemoparasitarias y sus efectos se incluyeron en una investigacién seccional-cruzada
realizada en Cérdoba, Colombia (Otte et al., 1985; Anon., 1989); sus implicaciones econémicas fueron
resumidas por Navarrete (1990) quien encontr6 que los costos por concepto de preservacién de la salud
ascendieron a 23.2% de los costos variables totales en las fincas pequeias (< 200 ha) incluidas en el
estudio, a 13.7% en las medianas (200 a 300 ha) y a 12.8% en las grandes (> 300 ha). De estos gastos,
el 27.2% fue ocasionado por el control de las garrapatas en las fincas pequeiias, 19.3% en las medianas
y el 17.5% en las grandes. Otte (1989) calculé los "costos” ocasionados por la infestacion con B. microplus
y A. marginale.

3.7.3.1 Anaplasmosis

La prevalencia total en Cérdoba, Colombia, de A. marginale ha sido estimada por Tropberger (1987) y Otte
et al. (1987) en 90% en termmeros de 8 meses de edad, con una fluctuacién de 64% a 100% entre las varias
fincas. ’

Kuttler et al. (1970) observaron al examen microscopico (extendidos delgados) en animales de Turipand
(Cérdoba) un resultado positivo del 44%, pero 94% fueron positivos a la FC. Betancourt (1984b) informé
que 44.1% de los animales incluidos en la encuesta eran microscépicamente positivos y que se habfa
presentado A. marginale en 101 de las 104 fincas investigadas. Patarroyo. et al. (1978) encontraron
reactores serologicos (prueba aglutinacion en tarjeta) en 66 de las 72 fincas que habfan estudiado y 93%
de los animales analizados resultaron positivos.

Segun Otte et al. (1987), las tasas parasitarias de A. marginale fueron las mas altas en terneros de 3 a 5
meses de edad; a los 8 meses casi todos los terneros habfan adquirido la infeccion. Durante el estudio
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longitudinal se encontraron tasas de infeccion de 64% a 100% y A. marginale se transmitio efectivamente
en una finca que estaba virtuaimente libre de garrapatas. Las mas altas densidades de paréasitos se
observaron en terneros de 2 a 3 meses de edad; de ahf en adelante la densidad de la parasitemia decliné
abruptamente, continuando en niveles bajos hasta cuando los terneros tuvieron 1 afio de edad y no se
volvieron a examinar. Esto, segin Otte et al. (1987) serla evidencia de la existencia de un estado de
“hiperendemicidad” en la regién.

Las parasitemias fueron en general mas altas y persistieron por mas tiempo en los terneros cruzados con
razas Europeas que en los Cebu/Criollo; se observaron los efectos correspondientes en el volumen globular
y en la ganancla de peso. Esta Ultima, sin embargo, se compens6 en su totalidad para la época en que
los animales tuvieron 8 meses de edad.

La incidencia de la infeccién con A. marginale también se encontr6 alta. Corrier y Guzman(1977), por
ejemplo, examinaron para A. marginale y B. bigemina (FC y microscopicamente) 30 vacas y sus terneros
en cada uno de cuatro hatos en Cordoba, a intervalos quincenales hasta el sexto mes de vida de los
terneros. Encontraron que todos los terneros tardaron un promedio de 11 (4-24) semanas en adquirir la
infeccién con A. marginale. Dos de los terneros se afectaron clinicamente pero se recuperaron sin
tratamiento. Se observd algin efecto en el volumen globular de los terneros Infectados. Esto fue
confirmado por Otte et al. (1987) quienes también advirtieron que algunos de los terneros desarrollan
sintomas clinicos severos de anaplasmosis. Nowak (1990) estima que aproximadamente el 10% de la
mortalidad en terneros en el drea se puede atribuir a A. marginale, a unas tasas de mortalidad cercanas
al 5% en terneros Cebii/Criollo y del 10% en los mestizos.

La incidencia clinica de anaplasmosis tiene correlacion con el porcentaje de genes de Bos taurus en
animales mestizos (Otte et al., 1987), lo cual se debe por lo menos en parte a la resistencla de la raza a las
garrapatas (Aguirre et al., 1988).

3.7.3.2 Babesiosis

Corrier y Guzman (1977) estudiaron en Cérdoba las infecciones con babesia en 120 vacas con sus terneros
(ver anaplasmosis). Los 120 terneros contrajeron infecciones con B. bigemina entre la semana 2y 24 de
nacldos, pero s6lo se detectaron seis parasitemias de B. bovis. Ninguno de los terneros mostrd sintomas
clinicos de enfermedad. Griffiths et al. (1982) observaron B. bovis en 2.3% y B. bigemina en 3.3% de 439
preparaciones de gota gruesa de bovinos en la region de la Costa Norte.

Durante el estudio longitudinal realizado por el proyecto en Cérdoba, se monitorearon los terneros para,
entre otros problemas, infecciones con B. bovis y B. bigemina, utiizando la prueba indirecta de
anticuerpos fluorescentes y extendidos delgados.

Seguin Tropberger (1987) y Otte (1989), los terneros contrajeron la infeccion con B. bigemina a una edad
relativamente muy temprana y a una tasa cercana al 100%. Tropberger calcul6 una tasa de inoculacién de
0.03 en todos los hatos invoiucrados. Segun Otte (1989), se observaron tasas maximas de B. bigemina
de 50-60% en extendidos delgados de terneros de 5 y 7 meses de edad. Sin embargo, a los 12 meses de
edad se encontrd B. bigemina en sélo el 27% de los terneros de los hatos Cebt/Criollo, versus >40%
en terneros mestizos. Ninguno de los terneros desarrollé babesiosis clinica o ain subclinica. Por otra
parte, el mismo autor (1989) expresa que tanto él como Nowak (datos sin publicar) advirtieron infecciones
severas con B. bovis en frotis de cerebro de terneros que habfan muerto después de una enfermedad corta,
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aguda més no calificada (por el personal de la finca) y que no mostrd otras alteraciones patologicas.

Otte (1060) encontré la prevalencia de B. bovis, al igual que su densidad en extendidos freecos y su
incidencia, mucho més baja que aquelia de B. bigemina. Este autor estimé que la tass de inoculacién
de B. bovie era aproxdmadaments 0.005, aunque se preesntaron diferencias signifiostives entre los hatos
Cebd/Criolio (0.003) y los hatos con terneros meetizos (0.08). En estos Uitimos hatos 89 obesrvaron tases
parasitarias cercanas al 15%, versus 4% on los primeros.

Zips (1960), al analizar los datos de la encuesta que habla precedido el estudio longitudinel, llegé a la
conclusion que una tasa de inoculacién para B. bovis en hatos Ceb(/Criolio de 0.003 posibiemente no es
evidencia de una inestabilidad endémica. El cree, después de examinar los datos serolégicos de 1191
animales y 73 fincas, que la incidencia total de B. bovis en la mayoria de los hatos en Cérdoba, dada su
estructura genética, deberfa ser lo suficientemente alta como para garantizar estabiidad endémica.

Las cepas colombianas de B. bigemina y B. bovis han sido cultivadas en el Instituto de Parasikologia,
Facultad de Medicina Veterinaria de Hannover. Estas se examinaron para averiguar su grado de virulencia.
Se encontr que la cepa de B. bigemina (Chin(i) era de baja virulencla, causando sintomas de enfermedad
més blen moderados en terneros Holstein susceptibles de origen Alemén, ninguno de los animales
infectados artificlaimente requirld tratamiento. Sin embargo, la cepa de B. bovis mostrd un alto grado de
virulencia y ocasioné enfermedad severa en todos los animales infectados con la misma. Todos los bovinos
necesitaron tratamiento (Friedhoff et al., publicado en este volumen).




II. INVESTIGACIONES EPIDEMIOLOGICAS DE LA INFECCION POR
BABESIA BOVIS EN CORDOBA (COLOMBIA)

" Por

Stephan Georg Zips

Extractado de: Epidemiologische Untersuchung der Babesia bovis-infektion in
Coérdoba (Kolumbien). Dissertation, Hannover, 1989.
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1. INTRODUCCION

_ Investigaciones previas sobre el presente tema (Zuerner, 1983; Musller, 1984) trataron sobre el mejoramiento
y la estandarizacién de la prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes, o se realizaron como estudios
longitudinales en 12 (Tropberger, 1987) 6 6 (Nowak, 1989) fincas ubicadas en Cérdoba.

La presente investigacién fue un estudio seccional-cruzado de la infeccién por B. bovis en Cérdoba con
base en los datos y materiales proporcionados a través de una encuesta realizada en 104 fincas en este
departamento. Est4 diseflado para arrojar una luz sobre la diseminacién de la Infeccién con este
hemoparasito en el érea y sobre los factores que han tenido influencia en su Incidencla.

2, MATERIALES Y METODOS

21 Cepa de B. bovis

Para la preparaci6n del antigeno se utiliz6 una cepa de B. bovis aislada de garrapatas B. microplus en ol
Instituto de Parasitologfa, Facultad de Medicina Veterinaria de Hannover, que habfa sido colectada en una
finca localizada en Chind, Cérdoba. La babesla se habla mantenido en un cultivo de eritrocitos y se obtuvo
en el pasaje 121.

2.2 Sueros de campo de origen colomblano

Los sueros se obtuvieron durante una encuesta que habla sido realizada en 104 fincas en el Departamento
de Cdrdoba y 4reas adyacentes de Sucre y Antloquia en 1982 y 1983. Las fincas hablan sido seleccionadas
de tal manera que representaran el patrén del tamafio del hato de la regi6n al igual que las practicas de
manejo y estandares y la distribucion geogréfica. ‘

En cada uno de estos hatos, se colectaron datos sobre producci6n y salud usando un cuestionario; los
examenes clinicos incluyendo la toma de muestras se realizaron en grupos de 30 animales, a saber, 12
vacas, 5 terneros machos y 5 hembras, 4 novillos jévenes y 4 novillas y 1 toro.

Para el presente andlisis se proporcion6 un total de 1.191 sueros de 79 de las fincas y. con pocas
excepciones, se dispuso de 15 muestras de cada finca compuestas por animales de los varios grupos por
edad.

23 Sueros de referencia positivos

Se conté con sueros de referencia de 8 bovinos experimentales, infectados:con cepas de B. bovis
procedentes de Colombia (5), Australia (2) y Turquia (1).
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2.4 Sueros de animales con enfermedad febril

Para descartar la posible ocurrencia de reacciones positivas faisas, se obtuvieron sueros de 30 paclentes
de la "Rinderkiinik” de la facultad de Medicina Veterinaria de Hannover, que habfan mostrado temperaturas
superiores a 39 °C durante tres dias consecutivos, tomadas en la mafiana y en la noche, tlempo en el cual
se pudieron excluir con certeza las infecciones con B. bovis como causas de sus reacciones febriles.

2.5 Métodos

En la prueba IFAT se utiliz6 como conjugado una IgG antibovina (cadenas H y L) producida en conejo
con Dichlortriazinyl-Amino-Fluoresceina (DTAF) 3 como fluoréforo en una dilucion de 1:80 (Mueller, 1964),
disponible en el comercio. Anticuerpos conjugados con DTAF, segln Blakeslee y Bains (1976), son
superiores a los conjugados con FITC en cuanto a su estabiiidad.

Tanto el cuitivo de células, como el subcultivo y la preparacién del antigeno se realizaron basados en la
experiencia previa de Zuemner (1983) y Mueller (1984). '

2.5.1 Ejecucién de la prueba IFAT

Todos los sueros se examinaron en 1988 y 1989 en pruebas ciegas dobles siguiendo el método descrito
por Zuemer (1983). Los sueros de campo se diluyeron en secuencia geométrica de 1/10 a 1/1280. La
clave descrita por Tropberger (1987) sirvié para interpretar los resultados finales.

Se incluyeron los siguientes examenes de control:

- 1 suero de referencia positivo (titulo 1/1280)

- 1 suero de referencla positivo (tttulo 1/80; Mueller, 1984)
-1 control buffer (antigeno y buffer)

-1 control del conjugado (buffer y conjugado)

- 1 suero negativo, en diuciones de 1/10 a 1/80

2.5.2 Controles de la prueba

Para determinar si habla reacclones cruzadas se examinaron, frente al antigeno de B. bovis (Chind), sueros
de referencia de animales infectados con B. bigemina, B. major y B. divergens al igual que sueros de
animales sanos no infectados y febriles pero no infectados con babesia.

2.5.3 Evaluacién estadistica

Se aplict el andlisis de regresion y se calcularon el coeficiente de regresién y el coeficiente de regresion
corregido R? (Hartung y Elpeit, 1986). Se elaboraron tablas de contingencia para la evaluacién estadistica
de variables discretas y nominales a escala.

Ademéds, se aplicO el andlisis loglstico de regresién de datos cualitativos para los modelos lineales
(Kleinbaum, Kupper y Chambless, 1982; Hartung y Elpelt, 1986).
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3. RESULTADOS DE LAS INVESTIGACIONES DE CAMPO

3.1 Control de la prusba IFAT ¢ Im.rprmclbn de los resultados serolégicos

Se prob6 el antigeno de B. bovis preparado a partir de la cepa Chinli frente a los sigulentes sueros:

Sueros de referencla del Instituto: B. divergens 2
B. bigemina 9
A. marginale 2
Sueros de animales sanos, negativos: 14
Sueros de animales febriles, negativos: 32

En estos 59 sueros no se observaron thulos superiores a 1/10. Por lo tanto, todos los sueros de origen
colomblano que mostraron una fluorescencla opaca pero distinta de los eritrocitos y del parasito intracelular
a diluciones superiores a 1/10 se consideraron positivos.

3.2 Prevalencia de infecciones con B. bovis

Los 79 hatos investigados se dividieron en cuatro clases de acuerdo con la prevalencia observada de las
infecciones de B. bovis (Tabla 3.1). En la Figura 3.1 se presenta su distribucion geogréfica y su
clasificaciéon de la prevalencia. En promedio, 74% de los animales examinados de ios hatos se encontrd
seropositivo a B. bovis. La tasa de Infeccion mas baja (20%) se observd en los hatos Nos. 18 y 20,
situados en el extremo norte y en el area central de Cérdoba respectivamente. En 6 casos todos los
bovinos examinados y en la mayoria de las fincas més del 50% de los animales resultaron seropositivos.
S6lo en 12 fincas el porcentaje de animales positivos fue inferior al 50%.

TABLA 3.1 TASAS DE INFECCION (B. bovis) DE BOVINOS EN 79 FINCAS INVESTIGADAS EN
CORDOBA: DIVISION EN CUATRO CLASES

Clase ' Porcentaje de No. de
animales infectados hatos
| 0-25 2
] 26-50 10
]} 51-75 30
v , 76-100 37

33 Relacién entre las tasas de infeccién, la edad y la raza

En la Figura 3.2 se muestra la frecuencia absoluta de los titulos reciprocos més altos observados en los
animales positivos. Las tres curvas diferentes representan los varios grupos por edad.
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FIGURA 3.2 DISTRIBUCION DE LA FRECUENCIA DE LOS RESULTADOS PARA B. bovis EN 1191
BOVINOS EN CORDOBA. COMPARACION DE LOS TRES GRUPOS DE EDAD

La curva de terneros muestra su maximo a un tftulo de 1/160, pero méas de 60 terneros se encontraron
negativos. :

Las vacas y los toros (> 24 meses de edad) mostraron un cuadro méas uniforme; la gran mayorfa de ellos
reaccionaron a tftulos bajos (1/10 a 1/40).

El nimero més elevado de animales jovenes (de 12 a 23 meses de edad) reaccionaron a 1/80 y 39 de un
total de 316 resultaron negativos.

Para la evaluacién de las diferenclas entre los tres grupos arriba mencionados, se realizé un andlisis de
regresion, utlizando la edad (meses) como la variable independiente y el logaritmo natural del thulo
recfproco de IFAT como la variable dependiente. Se encontré un coeficiente de regresién (-1.199) altamente
significativo; al igual que el R (0.064).
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FIGURA 3.3 FRECUENCIA RELATIVA ACUMULADA DE LOS TITULOS MAS ALTOS SEGUN LAS
RAZAS. RESULTADOS IFAT PARA B. bovis EN 1191 BOVINOS DE 79 FINCAS EN
CORDOBA

La Figura 3.3 muestra la frecuencia relativa acumulada de la ocurrencia de los titulos reciprocos méas altos
expresada por su logaritmo natural y empezando desde la més aita dilucion (1/1280) utilizada en la
investigacién. Fue evidente que los animales de las razas Bos taurus en general reaccionaron con tftulos
més elevados que aquellos pertenecientes a las razas Bos Indicus o animales cruzados.

Los animales se reagruparon luego segun el conjunto de genes predominantes y se establecieron “variables
ficticias” (0 = Bos indicus; 1 = cruzados; 2 = Bos taurus), con el fin de realizar otro anélisis de regresion.
Este resulté en una significativa correlacion positiva. En el andlisis de regresion simultaneo de las dos
variables edad y raza, finaimente se encontré una constante de la regresién de 3.900. El coeficiente de

regresién para la edad fue -0.012; ol de la raza +0.454. R’ a un valor de 0.081, fue altamente significativa
(p <0.001).



34 Relacién entre las tasas de infeccién y la distribucién geografica de las fincas

Se coloc6 un scanner milimétrico sobre un mapa de Cérdoba y se le asignaron cifras a las fincas para su
locallzacion en un eje oriente/occidente (X) y otro norte/sur (Y). Las cifras para los valores X oscilaron
entre 0.9 y 13.2; para Y entre 1.7 y 16.6. Se conformaron tres clases dentro de cada una de las doe
categorias y se establecieron tablas de contingencla para verificar las desviaciones en la frecuencia de
animeles infectados a partir de una distribucién normal como podria esperarse en variables independientes.

TABLA 3.2 TASAS DE INFECCION (B. Bovis) EN 1191 ANIMALES DE 79 HATOS EN CORDOBA:
DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Categoria Nimero de Nimero de Numero de % animales
fincas animales animales seropositivos seropositivos

Eje X

1/Occidente 25 253 184 72.73
2/Centro 37 376 264 70.21
3/Oriente 17 562 426 75.80

EleY

1/Sur 32 347 265 76.37
2/Centro 24 490 366 74.69
3/Norte 23 354 243 68.64

Se observé una correlacion significativa en la prueba Chi’ (p = 0.0477) entre el porcentaje de animales
seropositivos y la situacion geogréfica de la finca a lo largo del eje norte/sur, pero no se pudo demostrar
influencia alguna en lo que se refiere al eje oriente/occidente (p = 0.1594).

35 Relacién entre las tasas de infeccién y la distancia al rio més cercano

Las fincas se dividieron en dos grupos segun su proximidad o no a los principales rfos de Cérdoba y de
los departamentos vecinos, Sint, San Jorge y el Cauca. Aquellas fincas que estaban localizadas en un radio
de 10 km de cualqulera de aquellos tres rios se colocaron en el grupo 1, todas las otras en el grupo 2. La
prueba Chi’ mostr6 s6lo diferencias menores (p = 0.054) en las tasas de infeccién de los animales en los
dos grupos.

3.6 Relaci6n entre tasa de infeccién y raza

Los animales en las fincas bajo investigacién se habfan clasificado durante la encuesta, con base en la
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informacién suministrada por el personal de la finca y en evidencia visual, en las tres categorias Bos taurus
(exético y Criollo), Bos indicus y mestizos Bos indicus x Bos taurus y se compararon las tasas de
infeccién en estas tres categorfas (Figura 3.4). La distribucién de los animales seropositivos y
seronegativos estaba desviada significativamente de la distribucién normal (Chi, p = 0.006). Los animales
predominantemente Bos taurus se encontraron Infectados con mayor frecuencia (49 de 54) que los
asignados a las razas Bos indicus (708 de 984). De un total de 153 que no se pudieron asignar con
certeza a alguna de estas dos categorfas, 117 resultaron seropositivos.

%

100

80,74

Bos taurus Mestizos Bos indicus
Seropositivos Seronegativos

FIGURA 3.4 TASAS DE INFECCION (B. bovis) EN 1191 BOVINOS DE 79 FINCAS EN CORDOBA,
SEGUN LAS RAZAS



a7 Determinacién de las tasas de infeccién e inoculacién en terneros

En la Tabla 3.3 se muestran las tasas de infecclén e Inoculacién determinadas para terneros menores de

12 meses, a excepcion de aquellos con 1, 3 y 11 meses debido a que no se contaba con muestras
suficientes para célculos significativos.

TABLA 3.3 TASAS DE INFECCION Y TASAS DE INOCULACION CALCULADAS EN 370
TERNEROS DE 79 HATOS EN CORDOBA

Edad Seronegativos Seropositivos h* Total n
meses No. % No. %
1 0 n.c.** 1 n.c. n.c. 1
3 3 n.c. 2 nec. . n.c. 5
4 18 39.13 28 60.87 0.0078 46
5 22 27.50 58 72.50 0.0087 80
6 14 19.72 57 80.28 0.0090 Al
7 7 13.73 44 86,27 0.0095 5
8 12 26.09 34 73.91 0.0056 46
9 8 25.81 23 74.19 0.0050 ~ 31
10 5 19.23 21 80.77 0.0055 26
11 3 n.c. 10 n.c. n.c. 13
Total 92 24.86 278 75.14 370
*h = tasa de inoculacién

**nec. = no calculado

En la Figura 3.5 se muestran las tasas de infeccion de los terneros en la forma de un diagrama dentro del
cual se inserté una curva para la funcién | = 1 @ *** (correspondiente a h = 0.005), el valor minimo para
garantizar establlidad endémica en una poblacién de Bos taurus puro. Es evidente que las tasas de
infeccion de los terneros entre 4 y 10 meses de edad alcanzan o inclusive sobrepasan el limite requerido
para que prevalezca la estabilidad endémica.

3.8 Dindmica estacional de la infestacién con garrapatas

La Figura 3.6 muestra la evolucion de las tasas de infestacién con garrapatas durante un afio (sdlo animales
en los cuales se contaron més de 10 garrapatas estandar). Se observé un incremento abrupto hasta casi
80%, de los animales examinados (14/18) que tenfan mas de 10 garrapatas esténdar al finalizar la época
de verano (febrero a mayo), pero con la iniciacién de las lluvias decrecleron las tasas de infestacién, hasta
“alcanzar su més bajo nivel en septiembre (3/39), mes en el cual empezaron a elevarse nuevamente.
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Estas fuertes variaciones estaclonales en las tasas de infestacién con garrapatas de los bovinos en Cordoba,
podrian llevar a la presuncién que la incidencia de infecciones con hemoparasitos estaria sometida a
fluctuaciones similares las cuales, a su vez, se expresarian a través de las diferencias correspondientes en
los thulos promedios de los temeros. Para verificar esta suposicion, se adicioné al diagrama el promedio
aritmético del logaritmo natural de los titulos reciprocos del IFAT, de los animales hasta 11 meses de edad.
Sin embargo, las fluctuaciones demostradas de esta manera, no fueron significativas y no indicaron que
podrian tener una correlacion con las tasas de infestacién con garrapatas.

100

seropositivos

Edad (m)

| =1e™ — Tasas de Infeccion [}

FIGURA 3.5 TASAS DE INFECCION (B. bovis) EN 351 TERNEROS EXAMINADOS ENTRE 4Y 10
MESES DE EDAD DE 79 FINCAS EN CORDOBA: COMPARACION CON LAS TASAS
MINIMAS REQUERIDAS PARA LA ESTABILIDAD ENDEMICA
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3.9 Relacién entre frecuencia de los tratamientos con acaricidas y tasa de infeccién

Las fincas bajo Investigacion se clasificaron, de acuerdo con la frecuencia de los tratamientos con acaricidas

efectuados al hato, en los sels grupos sigulentes:

No se aplicé tratamlento acaricida

N W -0

Tratamientos acaricidas a Intervalos de 3 meses o0 més
Tratamientos acaricidas a intervalos de 2 meses
Tratamientos acaricidas a intervalos de 1 a 2 meses
Tratamientos acaricidas dos veces cada mes
Tratamientos acaricidas mas de dos veces al mes

Sobre esta base se realizé el anélisis en forma separada para el inviemo y para el verano, de donde se hizo
evidente que los tratamientos con acaricidas fueron aplicados con més frecuencia durante el verano que
durante el invierno. En la Tabla 3.4 y en la Figura 3.7 se presentan las frecuencias dentro de las sels

categorias.

TABLA 3.4 NUMERO Y PORCENTAJE DE BOVINOS TRATADOS CON ACARICIDAS EN 79
HATOS DE CORDOBA, DURANTE EL INVIERNO Y EL VERANO, EN COMPARACION
CON LAS TASAS DE INFECCION

Categorfas Animales tratados De estos seropositivos
No. % No. %

Invierno
0 206 17.30 136 66.02
1 250 20.99 180 72.00
2 151 12.68 117 77.48
3 359 30.14 265 73.82
4 135 11.34 100 74.07
5 90 7.58 76 84.44

Total 1,191 100.00 874

Verano
0 61 5.12 39 63.93
1 57 4.79 36 63.16
2 135 11.34 92 68.15
3 314 26.36 215 68.74
4 312 26.20 240 76.92
5 312 26.20 252 80.77

Total 1,191 100.00 874




3.10  Andiuilv logletico de regresion

Se examinaron los sigulentes factores por andlisis de regresion logistico para averiguar su influencia en las
tasas de infeccién de B. bovis:

1. Proximidad al ro _ RIO
2. Topograffa : TOP
3. Proximidad al pantano PAN
4. Mes de toma de la muestra MTM
5. Densidad ganadera, ha./pasto DEG
6. Edad promedia de animales examinados EDAD
7. Localizacién en el eje oriente/occidente X

8. Locallzacion en el eje norte/sur Y

9. Raza dominante RAZ
10. Sistema de manejo del pasto SMP
11. Frecuencla, tratamientos acaricidas, inviemo FTI
12. Frecuencia, tratamientos acaricidas, verano FTV

Los resultados de un andlisis de regresién univarlado de las tasas de infeccion para B bovis se presentan

en la Tabla 3.5.

Al realizar las pruebas Chi’ para homogeneldad, se presentaron desviaciones significativas de la distribucién
normal entre los grupos con diferentes frecuenclas de tratamiento durante el inviemo (p = 0.0237) y entre
los de diversas frecuenclas durante el verano (p = 0.0005); asl, resultd6 un porcentaje mas alto de
seropositivos de los animales que se trataron més frecuentemente con acaricidas.

TABLA 3.5 ANALISIS DE REGRESION UNIVARIADO DE LAS TASAS DE INFECCION PARA B.
bovis (FACTORES ENUNCIADOS ARRIBA)
Factores Coeficiente Error G? Dif. p
regresion ~ estandar G’
FTV + 0.215 0.046 199.5 = 214 <0.001
SMP - 0.696 0.159 202.6 18.3 - <0.001
RAZ + 0.887 0.245 203.8 171 <0.001
Y - 0.300 0.134 217.6 3.3 0.069
RIO + 0.370 0.144 214.0 6.9 0.009
EDAD - 0.011 0.005 216.0 49 0.027
MTM + 0.124 0.094 219.2 1.7 0.192
TOP + 0.113 0.131 220.2 0.7 0.403
X + 0.028 0.020 219.1 18 0.180
DEG - 0.218 0.113 2173 3.6 0.058
PAN - 0.002 0.160 2209 0 1
FTI +0.120 0.043 2133 76 0006
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FIGURA 3.7 FRECUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS CON ACARICIDAS EN 1191 BOVINOS DE
79 FINCAS EN CORDOBA: VARIACIONES ESTACIONALES

Para detectar efectos de enmascaramiento, se prob0 la significancia de los factores por regresién loglstica
mditiple, por inclusi6n y por eliminacion. Se utilizé la significancia de la reduccién o aumento en desviaciéon
(G? comparada con e modelo previo para determinar si deberfa entrar en el modelo un factor o deberia
ser eliminado de él en cualquier fase particular.

En el procedimiento por inclusion, se adiciond la variable que conducfa al mejoramiento mé4s marcado en
el modelo en cuestion. En el paso siguiente se verificaron nuevamente todas las variables restantes y se
adicionaron aquellas que lievaban a una mejora.
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TABLA 3.6 RESULTADOS DEL ANALISIS POR INCLUSION PARA UN MODELO DE REGRESION
LOGISTICO DE LAS TASAS DE INFECCION (B. bovis) '

Factores 1er. Paso 20. Paso 3er.Paso
Dif.G* p Dif.G* p Dif.G’ p
FTv
SMP 33.3 <0.001
RAZ 11.0 (0.001 11.6 <0.001
EDAD 5.6 0.018 8.1 0.004 11.6 <0.001
RIO 45 0.034 4.7 0.030 5.0 0.025
Y 9.2 0.002 48 0.028 8.7 0.003
MTM 0.5 0.488 0.8 0.371 0 1
TOP 1.2 0.254 1.1 0.294 0.7 0.403
X 0.8 0.371 0.8 0.371 0 1
DEG 45 0.034 33 0.069 . 36 0.058
PAN 0 1.0 0.4 0.572 0.7 0.403
FTI 0.6 0.439 0.8 0.371 0 1
40. Paso 50. Paso 60. Paso
Dif.G? p Dit.G? p Dif.G* P

FTv
SMP
RAZ
EDAD
RIO 10.1 0.001
Y .15 0.006 15.8 <0.001
MTM 4.3 0.038 0.2 0.655 1.7 0.192
TOP 4.2 0.040 1.3 0.254 1.3 0.254
X 3.1 0.078 0.1 0.752 1.1 0.294
DEG 3.0 0.083 0 1 1.2 0.273
PAN 4.6 0.032 04 0.572 1.2 0.273
FTi 29 0.089 0 1 0.1 0.752

En el andlisis por eliminacion, se examinaron los posibles deterioros del modelo al eliminar ciertas variables.
Cuando se incluyeron los 12 factores, se obtuvo una desviacién (G de 134.6.

En ambos procedimientos se encontr6 que las mismas 6 variables eran significativas.
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TABLA 3.7 RESULTADOS DEL ANALISIS POR ELIMINACION PARA UN MODELO DE
REGRESION LOGISTICO PARA TASAS DE INFECCION (B. bovis)

No. Variable Aumento de P
eliminada desviacién

1 FTV 13.2 <0.001
2 SMP 7.2 0.007
3 RAZ 15.4 <0.001
4 RIO 154 0.001
5 Y 20.9 <0.001
6 EDAD 14.3 <0.001
7 MTM 0.7 0.403
8 TOP 1.9 0.168
9 X 0.0 1

10 DEG 1.2 0.275
1" PAN 25 0.114
12 FTi 0.1 0.752

De este modo se demostr6 que habla correlaciones de la tasa de infeccién con B. bovis en las fincas
investigadas en Cérdoba con 6 variables y que la tasa de infeccién se elevo: '

entre més al sur estaba situada la finca en el departamento,

cuando en el hato habfa un porcentaje cada vez més alto de genes exéticos,
segun el nimero de tratamientos con acaricidas durante el verano,

segun el decrecimiento de la edad promedia de los animales examinados,
en fincas distantes de los grandes rios,

donde se practicaba la rotacién de pastos.

OO HsE DN =

Otros parametros, tales como densidad ganadera, situacién de la finca en relacién con el eje
oriente/occidente en Cérdoba, proximidad a los pantanos, periodicidad del muestreo o la topografia de la
finca (plana o montafiosa) no tuvieron influencia alguna significativa en este modelo de regresion.

Por otra parte, los seis factores especfficos que se hablfan identificado en el modelo como significativos
no fueron completamente suficientes para un juicio confiable del posible estado de infeccion de un
determinado hato, asf que se examin6 de que depende la probabilidad de infeccién de animales individuales
en clertas caracteristicas especfficas, utilizando un modelo de regresion logfstico (Tabla 3.8). Las variables
incluyeron:

1. Edad en meses EDA1
2. Raza ] RAZ1
3. Sexo SEX

4. Grado de infestacion con garrapatas ING



TABLA 3.8 RESULTADOS DE UN ANAIJSIS DE REGRESION UNIVARIADO DE LAS TASAS DE
INFECCION (B. bovis)

Andligls por inclusiéon

Factores " Coeficiente E ES DH. p

regresion G?
EDA1 0.010 0.0016 36 <0.001
RAZ1 ’ 0.442 ‘ 0.150 10 0.002
ING 0.025 ' 0.071 0 1
SEX -0.486 ' 0.145 1 - 0.001

W
Desviacién sin influencia del factor = 1380

1er. Paso ‘ 20. Paso
Dif. : P | Dif. p
G G’
13 < 0.001
2 ‘ 0.157 1 » 0.317
1 - -0.137 1 : 0.317

Andlisis por eliminacién

Varlable eliminada o Aumento de G* p
EDA1 R 27 . <0.001
RAZ1 o 13  <0.001
ING - 1 : 0.317
SEX R 0.317

W
Desviacién con todas las variables = 1329 '

La tasa de infestacion con gan‘apataé se evalu6 usandb la siguiente clave:

1 = no garrapatas; 2 = <10; 3 = 10a50; 4 = >50 gamapatas 'contadas por anlmél.



TABLA 3.9 MATRIZ DE CORRELACION DE LAS CUATRO VARIABLES

Factores (A) (B) (C) ()
Sexo (A) -

Raza (B) 0.073 -

Edad ©) 0.426 0.067 -

Infestacion con garrapatas (D) 0.059 . 0.009 0.107 -

Correspondiendo a los resultados de la regresion lineal muitiple descrita antes, se observaron asoclaciones
significativas de la edad y la raza del animal individual con el estado de infeccién. En el primer paso del
andlisis por inclusion, el sexo también mostr6 una influencia significativa la cual, sin embargo, desapareci6
después de la introduccion de la variable raza en el modelo. El sexo no mostr6 influencia en el andlisis por
eliminaciéon. Por lo tanto, este factor no esta correlacionado con el estado de infeccién sino que més bien
viene en superposicion con la variable edad, como se puede observar claramente en la matriz de
correlacion para los cuatro factores (Tabla 3.9).

4. DISCUSION

La presente investigacion formoé parte de un estudio seccional cruzado disefiado para evaluar la distribucion
de las infestaciones de babesla (prevalencia), en particular B. bovis dentro de la poblacién bovina de
Cérdoba. Simuitdneamente, se investigaron las variaciones en la distribucién y las influencias posibles que
conducfan a estas varlaciones.

En la investigacion se emple6 el método IFAT. No se observaron reacciones positivas falsas en las pruebas
de IFAT realizadas anteriormente con antigenos de babesia bovina diferentes a B. bovis (reacciones
cruzadas) con los materiales utllizados. Esto es contrario a experiencias previas (Bessenger y Schoeneman,
1983; Mueller, 1984; Tropberger, 1987). Una de las razones puede ser el uso de un conjugado diferente
(DTAF - en lugar del conjugado FITC) (Blakeslee y Bains, 1967).

La suposicion de Goodger et al. (1985) que los auto-antigenos producidos en animales febriles podrfan
causar reacciones positivas falsas en la prueba IFAT para B. bovis no se pudo confirmar cuando se
examinaron animales con una variedad de agentes causales de sus reacciones febriles.

Como no se observaron reacciones cruzadas ni reacciones positivas falsas superiores a una dilucién de
1/10, se consideraron como positivos aquellos sueros que mostraron una fluorescencia opaca pero distinta
de los eritrocitos y de los parasitos intra-eritrociticos en diluciones superiores a 1/10.

Dentro de la poblacién bovina se encontraron claras diferencias en los niveles de los titulos IFAT segun la
raza y la edad. En concordancia con Zuerner (1983), se hizo evidente que los terneros reaccionaron a
titulos promedios més altos que los animales de 1 afio de edad o mayores. Los temeros menores de un
afio reaccionaron ya sea a diluciones del suero muy bajas 0 muy altas. En el grupo de animales jévenes
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(> 1 afio), la proporcién de los que reaccionaron no del todo o a diluclones del suero muy bajas
desaparecié por completo mientras que el ttulo promedio de las reactores decrecié.

En animales mayores de dos afios, el titulo promedio descendi6 a niveles tan bajos que se hizo ditichl ia
diferenciacién entre animales Infectados y no infectados. Se puede asumir que este fenémeno puede
causar un considerable niimero de reacciones falsamente juzgadas como negativas. Esto estd de acuerdo
con la observacién hecha por Blewett y Adam (1 978b) quienes observaron que, en 4reas endémicas para
B. divergens, los tftulos de anticuerpos, después de una infeccién y a pesar de una reinfeccién, descienden
a un nivel inferior al demostrado por IFAT. Ademés, Callow et al. (1974) lograron probar que, después de
una reduccion dramética de los tftulos IFAT en animales experimentales (por debajo de 1/30), debida a la
eliminacion de B. bovis mediante quimioterapia, no se perdié la inmunidad.

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, es obvio que la distribucién de la edad desempefia un
papel fundamental al tratar de establecer la tasa de infeccién de B. bovis a partir de los resultados
serolégicos de las investigaciones secclonales-cruzadas, en particular si el ttulo discriminante se establece
relativamente alto. En realidad, las tasas de infeccién deberfan calcularse s6lo con base en los sueros de
animales jovenes. Esto aumentaria considerablemente la conflabllidad de los célculos de las tasas de
inoculaci6n, por lo cual se recomienda de cualquier manera el uso de animales de hasta 9 meses de edad
(Friedhoff y Smith, 1981). En este caso, serfa justificable nuevamente incrementar el nivel del titulo
discriminante y asf reducir el rlesgo de interpretaciones erréneas a diluciones bajas del suero.

También se presenté dependencia de los niveles del titulo en la raza de los animales. Los miembros de las
razas Bos taurus reaccionaron a diluciones més altas del suero que aquellos de las razas Bos indicus o
cruces. James et al. (1985) han hecho observaciones similares.

Las tasas de inoculacién se calcularon basados en las tasas de infeccion en terneros entre 4 y 10 meses
de edad. No hubo una sola finca entre las 79 incluldas en la investigacién donde la tasa de inoculacion
fuera inferior a 0.005, establecida como el limite para estabilidad endémica en bovinos Bos taurus (Friedhoff
y Smith, 1981; Smith, 1984). El promedio de las tasas de inoculacién para el 4rea fue de 0.0073 (Figura 3.5)
-y las tasas de infeccion para terneros de 4 a 7 meses estuvieron bien por encima del lfmite que garantiza
un estado de estabilidad endémica. En los tres grupos de mayor edad (8, 9 y 10 meses), las dos tasas
fueron muy préximas entre si, aunque no se sobrepas( la Hnea critica de 0.005 para la taga de inoculacion.
Més adn, es probable que, a medida que aumente la edad de los terneros, se incremente la proporcion de
reacciones falsas negativas y se subestime el porcentaje real de los animales seropositivos.

En general, se puede afirmar que existe establlidad endémica en lo que se refiere a la infeccion de B. bovis
en Cordoba, lo cual no significa, sin'embargo, que no existan excepciones a la regla, o que la inestabiiidad
endémica no podria irumpir en clertas localidades y bajo clertas circunstancias. Para determinar éstas y
 la influencia que algunas varlables podrfan tener en la frecuencia de la infecci6n, se realiz6 anslisis de
~ regresién, con los sigulentes resultados: -

- la tasa de infeccién en ol total de 1191 animales Incluidos en ia Investigacion fue 73.8%,

- se confimé que los factores edad y raza ocasionaron una desviacién significativa de la
distribucién normal. Animales de mayor edad y aquellos Cebti o cruces de Cebu se
encontraron seropositivos con menor frecuencla, como también lo observaron Utech y Wharton
(1982),
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las tasas de Infeccién fueron significativamente més bajas en bovinos de las fincas localizadas
cerca a l0s rios Sin, San Jorge y Cauca donde el habitat de las garrapatas a lo largo de los
bancos esté sujeto a inundaciones,

las tasas de Iinfeccion también fueron significativamente més bajas en las fincas ubicadas al
norte de Cérdoba. Las diferencias en cantidad de precipitacion pluvial (aumentando de norte
a sur) pudieron haber tenido una influencla a este respecto. Sin embargo, en este caso,
tamblén se deberia esperar que la proximidad de la finca al pantano ejerciera alguna influencia,
lo cual no se confirmé en los varlos modelos de regresién aplicados. Por otra parte, debe
admitirse que la clasificacion de las fincas en aquellas cerca a y otras distantes de los pantanos
es un poco problemética. Existen grandes 4reas en Cordoba cublertas por éstos que no se
indican exactamente en los mapas, mientras que otras que se muestran han sido drenadas
(Otte, 1989) y hay muchas éreas préximas a rios mas pequefios y arroyos que se convierten
en pantanos durante las liuvias y permanecen asf por un tiempo considerable después de haber
cesado éstas,

las tasas de infeccion para B. bovis también aumentaron significativamente con la frecuencia
de los tratamientos con acaricidas durante el verano. Esta correlacion aparentemente absurda
se explica por el hecho de no seguir los ganaderos patrones establecidos y premeditados de
tratamientos del hato, sino que lo hacen inducidos por el grado de intensidad de la infestacion
con garrapatas que ellos observan en sus animales. Esto esta condicionado por la época del
afio (verano en particular) y por el 4rea también. En general, la frecuencia del tratamiento
puede tomarse como una medida de la intensidad de las infestacién con B. microplus al igual
que del grado de eficacla del control de garrapatas aplicado en la region. No hay raz6n para
esperar que el control de las garrapatas podrfa estar interfiriendo con el estado general de
establilidad endémica,

las tasas de infeccion no estuvieron influenciadas por las tasas de infestacién con garrapatas
contadas el dfa en que se tom6 la muestra, como era de esperarse, ya que habla muchos otros
factores interfirlendo (época det afio, tiempo desde el Uitimo tratamiento con acaricidas, etc.),

las tasas de infeccion estuvieron significativamente influenciadas por el sistema de manejo del
pasto: fueron m4s altas en las fincas donde se practicaba pastoreo rotacional que en el resto.
No se puede ofrecer explicacién alguna para este fenémeno,

se puede esperar que las tasas de infeccion con B. bigemina en el 4rea sean por lo menos
similares si no mas altas que aquellas para B. bovis. B. bigemina comparte la garrapata
vector con B. bovis y tiene la ventaja de una forma vertical de infeccion dentro de los varios
estadios de desarrollo de la garrapata, de tal manera que la tasa de infeccion de poblaciones
de garrapatas con B. bigemina es mucho més elevada que aquella con B. bovis (Friedhoff,
1988). Corrier (1977) encontr6 una tasa de Infeccién (FC) para B. bigemina de 77% en 232
bovinos en la regién de la costa norte de Colombia. Tropberger (1987) observé tasas de
inoculacién més altas para B. bigemina que para B. bovis en 12 fincas en la misma region.



8. CONCLUSIONES

De acuerdo con el modelo epidemiol6gico de Mahoney y Ross (1972), la situacién de la poblacién bovina
de Cordobe en lo que concleme a B. bovis se puede considerar como estable endémicamente. Todas las
tasas de inoculacion, calculadas con base en las tasas de infeccién de temeros entre 4 y 10 meses de edad
sobrepasaron el limite de 0.005 calculado para animales Bos taurus (Friedhoff y Smith, 1981). Hasta ahora
parece no haberse caiculado un limite correspondiente para animales Cebii y para cruces Ceb(i/Bos
tauwrus. Probablemente estarfa por debajo de 0.005.

La posibilidad de tasas de inoculacién en Cérdoba decayendo por debajo del limite de 0.005 -ya sea
transitoriamente o por perfodos prolongados- no necesariamente significa que haya surgido una
inestabilidad endémica, dada la estructura genética de los hatos en el departamento, que consiste en gran
parte de animales Cebti x Criollo, con una clara dominancia -a juzgar por el fenotipo de los animales- de
genes Cebl. La situacion es, por supuesto, diferente en los relativamente pocos hatos con niveles altos
de genes Bos taurus, cuyo niimero es probable que aumente en ol futuro, si persiste la tendencia actual
de hacer énfasis en la produccién de leche y por lo tanto la necesidad de intensificar el manejo. El control
de garrapatas mediante el tratamiento con acaricidas ya en la actualidad, por fuerza, es mucho méas
intensivo en éstas que en las fincas orientadas en una forma més tradicional y algunas de ellas, como lo
demostré Nowak (1990), estan en un estado de inestabilidad endémica y a un riesgo muy real de pérdidas
considerables si fallara su sistema de control de garrapatas. Es obvio que un desarrollo que inevitablemente
conduce a niveles de susceptibilidad més altos para enfermedades transmitidas por garrapatas en bovinos
de Cordoba, deberfa estar acompariado por serviclos capaces de monitorear précticamente la situacion de
estabilidad endémica y posiblemente, por la disponibilidad de vacunacion.

6. RESUMEN

Se estudi6 la seroepidemiologla de las infecciones con B. bovis en el departamento de Cérdoba y areas
adyacentes en el noroccidente de Colombia, utilizando la prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes
(IFAT).

Una encuesta que incluy6 1191 muestras de suero de 79 fincas mostré una tasa total de infeccién de 73.4%.

Las tasas de Inoculacién en las varias fincas, con base en las tasas de infeccién determinadas en temeros
de 4 a'10 meses de edad oscilaron entre 0.005 y 0.009 y asf fueron claramente (si no mucho) por arriba del
limite fijado para la establiidad endémica en bovinos Bos taurus.

Las tasas de prevalencia aumentaron de norte a sur en el departamento (p = 0.0477). Las tasas
seropositivas fueron significativamente m4s altas en los animales jovenes que en los adultos (p < 0.001),
més elevada en bovinos predominantemente Bos taurus que en los de raza Ceb( y cruces (p = 0.006);
en las fincas con sistema rotacional de pastoreo (p < 0.001) y en las fincas con una alta frecuencia de
tratamientos con acaricidas (p = 0.0005). Las tasas de infeccion en las fincas ubicadas a una distancia >10
km de uno de los rfos mas grandes (Sinu, San Jorge, Cauca) fueron més altas que en las restantes del
departamento (p = 0.054 en la prueba Chi*2 y < 0.001 en el andlisis logistico de regresién).



No se presentaron reacciones cruzadas en la prueba IFAT cuando el antigeno de B. bovis uthizado en esta
prueba frente a los sueros de Cordoba se analiz6 frente a los sueros de referencla con anticuerpos para

A. marginale, B. bigemina y B. divergens.

No ocurrieron reacciones falsas positivas en la prueba IFAT cuando el antigeno B. bovis utilizado se probb
frente a sueros de 31 bovinos alemanes negativos que reclentemente hablan sufrido un perfodo febrlt (>

39 grados C durante més de tres dfas).
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INTRODUCCION

La presente investigacion se bas6 en los datos disponibles obtenidos en un estudio longitudinal realizado
dentro del marco de trabajo de un estudio exhaustivo sobre las principales limitantes de la produccion
bovina en Cérdoba, con particular referencia a las infecciones por babesia y anaplasma. Este tuvo como
propésito lograr una conclusién de la situacion epidemiol6gica de los dos géneros de hemoparasitos
involucrados, utilizando sueros exclusivamente de terneros.

1. MATERIALES Y METODOS

1.1 Animales experimentales

Para la infeccion experimental se proporcionaron cuatro novillas Holstein criadas y levantadas en el norte
de Alemania, entre 8 y 9 meses de edad y con peso de 90 a 150 kg. Dos de ellas hablfan sido
esplenectomizadas.

1.2 Cepas de hemoparésitos

1.2.1 Babesia bovis

Se utiliz6 la cepa Lismore de Australia, descrita por Mahoney y Wright (1976) 'y a la cual se le habfan
efectuado tres pasajes en Hannover. Ademds, se puso a disposicién una cepa de B. bovis proveniente de
un hato de Chint, Cérdoba, Colombia, aislada de garrapatas (Boophilus microplus) enviada a Hannover.
1.2.2 Babesia bigemina

Este organismo se aisl6 en Hannover de la misma coleccién de garrapatas arriba mencionada, enviada
desde Colombia y recolectada en una finca localizada en Chinu, Cérdoba.

1.3 Antigenos

1.3.1 Anaplasma marginale

Se recibleron dos antigenos del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) en Ames,
lowa, para la fijacién del complemento. Ambos (lotes Nos. SN 1418401 y SN 1418601) tenfan un titulo de
1/40.

1.3.2  Babesia

Se prepararon antigenos para las pruebas indirectas de anticuerpos fluorescentes de B. bigemina y B.
bovis a partir de la cepa Lismore (Australia) y las dos cepas de Chini (Cérdoba), empleando la técnica
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modificada descrita por Muelier (1984).

1.4 Sueros y antisueros

1.4.1 Sueros de referencia negativos

Como sueros de referencla negativos se emplearon 31 sueros de bovinos obtenidos en fincas localizadas
en el norte de Alemania, donde no hay ocurrencia natural de los tres hemoparésitos en cuestion; ademés
sueros de animales experimentales del Instituto de Parasitologla que no hablan sido atn utilizados para
inoculacién. Un suero adiclonal de referencia negativo se obtuvo del Departamento de Agricuitura de los
Estados Unidos (lote No. SN 42 N 8301).

1.4.2 Sueros de referencia positivos

Los sueros de referencla positivos se obtuvieron de dos de los animales experimentales mencionados
anteriormente, después de haberlos infectado con B. bovis y B. bigemina. Ademés, USDA habfa puesto
a disposicion tres sueros de referencla positivos para A. marginale (lotes Nos. SN 142 H 8213, SN 142 M
8212, SN 142 L 8601).

1.4.3 Sueros colomblanos

Durante un estudio de monitoreo (longitudinal), el grupo de trabajo del Proyecto habla tomado muestras
de sangre en 12 fincas del 4rea a intervalos mensuales. Para la presente investigacién se proporcioné un
total de 1.130 sueros (entre 4 y 8 sueros por animal) de 191 terneros y novillas, al igual que los datos
generales y antecedentes especiales de las fincas y de los bovinos en cuestién (sexo, edad, tasas de
parasitemia, tasas de infestacién con garrapatas, peso, raza, etc.).

1.44 Conjugado

El conjugado utilizado para IFAT fue IgG antibovino de conejos, unido con fluoresceinisothiocyanato (FITC).
La tasa molar F/P fue 0.9.

1.5 Métodos

1.5.1 Preparacion de antigenos para IFAT

Los antigenos para IFAT de B. bigemina, B. bovis (Australia) y B. bovis (Colombia) se prepararon segin
Zuerner (1983) y Mueller (1984).

1.5.2 Ejecucién de las pruebas serolégicas
1.5.2.1 Fijacién del complemento (FC)

La Fijacion del complemento se realiz6 de acuerdo con las normas editadas por el Departamento de Salud,
Educaci6n y Bienestar de los Estados Unidos (Anon., 1974). Las reaccliones a una dilucién del suero de
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1:5 se denominaron como “negativas”, "trazas" (= sospechosas) y 1, 2, 3 y 4 para los diferentes grados
de intensidad de las reacciones positivas.

1.5.2.2 Prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes (IFAT)

Se utlliz6 el método descrito por Zuerner (1983) y se apiicé la siguiente clave para la evaluacién de los
resultados:

0= no fluorescencia
= fluorescencia sin brillo de parte del parésito ("trazas").
1= fluorescencia sin brillo de todo el parésito
2= fluorescencia moderada de las 4reas marginales, en el caso de B. bovis también del eritrocito.
3= fluorescencla brillante de todo el paréisito, en el caso de B. bovis también del eritrocito.
Todos los sueros se sometieron a doble examen.

La tituiacin de los sueros conocidos como negativos y los sueros de referencia de B. bovis y B. bigemina
demostraron reacclones cruzadas hasta tftulos de 1/40 (antigeno de B. bigemina) y de 1/20 (ambos
antigenos de B. bovis). En consecuencla se examinaron los sueros para anticuerpos de B. bigemina a
diluciones de 1/80 y 1/320 y para B. bovis a diluciones de 1/40 y 1/160 con ambos antigenos. Se
consideraron positivos cuando las reacclones a las diluciones més bajas fueron ambas 1 o superiores;
sospechosas sl mostraban la combinacién de 1 con negativo o trazas.

La prueba para anticuerpos de B. bovis se realiz6 al principlo con el antigeno derivado de la cepa
australiana Lismore. Los sueros que se consideraron negativos o sospechosos al efectuar el andlisls con
este antigeno se examinaron con el antigeno colombiano (Chin).

1.5.2.3 Evaluacion de los resultados serolégicos

Las tasas serol6gicas de Infeccion (proporcién de animales seropositivos de un clerto grupo de edad dentro
de una poblacién) se compararon con las tasas de parasitemia (proporcion de animales en e mismo grupo
con parasitemias demostrables en los frotis delgados).

Las tasas de inoculacién se determinaron con base en la primer muestra de suero obtenida después de
haber cumplido sels meses de edad, debido a que éste era el grupo del cual se disponia del mayor niimero
de sueros. El céicuio, por lo tanto, se bas6 en t= 180 dfas. Se asumié que habfa tenido lugar una
seroconversién cuando, independientemente de la edad de los animales, se habfa observado una secuencia
- de més de un negativo seguida por mas de 7 resultados positivos en un determinado animal.

1.5.2.4 Comparaci6n de los antigenos de B. bovis (Lismore) y de B. bovis (Chlm’:)‘

Para la realizacién de esta comparacion, se examinaron 50 sueros tres veces cada uno con ambos
antigenos y luego se calcul6 el promedio geométrico para el titulo reciproco de IFAT.



2 RESULTADOS DE LAS INVESTIGACIONES DE CAMPO
2.1 Determinacién de las tasas de infeccién e inoculacién
En la Tabla 2.1 se resumen los resultados. No se caicularon las tasas de infeccion e inoculacion para el

hato No.7 debido a que la muestra era pequefia.

TABLA 2.1 TASAS DE INOCULACION/INFECCION EN 11 FINCAS

Finca B. bovis B. bigemina A. marginale
No. pos./n h pos./n h pos./n Relacion
1 5/13 0.0027 9/13 0.00655 -10/13 0.77

2 9/18 0.00385 17/18 0.01606 12/18 0.67
3 10/12 0.00995 12/12 >1 10/12 0.83
4 10/11 0.01332 9/10 0.01279 6/11 0.55

6 3/15 0.00124 16/17 0.01574 9/16 0.56
7 5/7 n.c. 7/7 n.c. 5/7 n.c.

8 11/12 0.01381 12/12 >1 12/13 0.92
11 8/18 0.00327 17/18 0.01606 12/18 0.67
12 7/11 0.00562 11/12 0.01381 11/12 0.92
14 11/13 0.0104 12/13 0.01425 9/13 0.69
15 9/1 0.00947 1/ >1 7/11 0.64
16 3N7 0.00108 17/17 >1 12/17 on

pos./n = Animales positivos (IFAT/CFT) hasta su 60. mes de vida/n
h = tasa de inoculacion n.c. = no calculado
Relacion = reactores positivos/n como cifra decimal

E! primer paso en éste célculo fue examinar las tasas de infeccion para su distribucién (prueba Lilliefors),
obteniéndose como resultado que estaban distribuidas normalmente para B. bovis, B. bigemina y A.
marginale (p = 0.95). Las tasas de infeccién para B. bigemina y A. marginale fueron altas y las cifras
préximas entre si. La situacién fue muy diferente en el caso de B. bovis. Aqul, las tasas de infeccién e
inoculacién fueron considerablemente bajas y se distinguieron dos grupos. El primero estaba conformado
por los hatos 1, 2, 6, 11 y 16 con tasas de Inoculacién Inferiores a 0.005 (el limite para la establlidad

endémica). E! segundo grupo lo configuraban los hatos 3, 4, 8, 14 y 15 con tasas de inoculacién > 0.005;
el hato 12 estaba en medio de estos dos grupos.

Al comparar el nimero de animales que, hasta su 60. mes de vida, presentaban seroconversiéon para B.
bovis, se hicieron evidentes diferencias altamente significativas (p < 0.001, tabla de contingencia) entre
estos dos grupos, el primero de los cuales era predominantemente Cebi x Criollo, mientras el segundo
habla sido sometido a algiin mejoramiento genético con razas exéticas Bos taurus. Por ejemplo fue



posible demostrar correlaclones estadisticamente significativas entre la mortalidad de terneros durante la
época seca y las tasas de Inoculacién de B. bovis (r = 0.55); entre las tasas de mortalidad de las novillas
durante el verano y el Invierno con las tasas de Inoculacién de B. bigemina (verano, r = 0.79; invierno, r
= 0.76); y las tasas de mortalidad de vacas en la época de lluvia con las tasas de inoculacidn para ambas
babeslas (B. bovis, r = 0.81; B. bigemina, r = 0.70). Ademds, se pudieron demostrar correlaciones
negativas entre la mortalidad de novillas y la frecuencla de tratamientos con acaricidas (verano, r = 0.43;
inviemo, r = 0.48), y entre la infestacién con garrapatas y la ganancia de peso en el perfodo seco (r = 0.56).

2.2 Distribucién de las seroconversiones

La distribucién de puntos en tiempo cuando tuvieron lugar las seroconversiones se demuestra en la Figura
1. Las de B. bovis ocurrieron relativamente tarde, acumuldndose durante el 60. mes de vida de los
terneros, mientras que las de B. bigemina y A. marginale se concentraron en el cuarto y quinto mes.
Estas observaciones fueron corroboradas estadisticamente (Prueba de la Mediana): las seroconversiones
de B. bovis se efectuaron significativamente m4s tarde (p < 0.001) que aquellas de B. bigemina y A.
marginale. La distribucién de las seroconversiones en los casos de los Gitimos dos hemoparasitos no fue
significativamente diferente.

,'0 - 50/51 50!57 /.

05

&~——a A _margingle

1 6170 o——o B bigemina

4108 o——o8. bovis
3"7 "5 ’ v A v v v LS v v LA B A
2 4 6 8 10 12
Edad (m)

FIGURA 1 FRECUENCIAS RELATIVAS ACUMULADAS DE SEROCONVERSIONES
x/n = seroconversiones/no. total de animales

67



10 -
1 A_marginale 23138

05+ o Zebu od. Zebu X Criollo

o 225 % Milchrasse

4 3/38
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FIGURA 2 FRECUENCIA RELATIVA ACUMULADA DE SEROCONVERSIONES SEGUN RAZAS
x/n = seroconversiones/no. total de animales
% milchrasse = % genes exéticos

Considerando la distribucién de las seroconversiones segtin las razas, (Figura 2), las infecciones con B.
bigemina y B. bovis parecen haber tenido lugar mas tarde en los animales Cebt/Criollo que en los que
tenfan > 25% de genes Bos taurus. A este respecto fue posible demostrar para B. bovis mas no para B.
bigemina una diferencla significativa (p = 0.044).
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2.3 Distribucién de seroconversiones durante el periodo de la investigacién

En la Figura 3 se muestra la distribucién de seroconvérslones durante el perfodo de la investigacion. El
nuimero de éstas aumenté con la elevacion de las tasas de infestacion por garrapatas (Figura 4). En el caso

de B. bigemina y B. bovis alcanzaron su pico en octubre junto con aquel de la infestacion con garrapatas,
aquellas para A. marginale lograron su culminacion ya en agosto.
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FIGURA 3 FRECUENCIA ABSOLUTA DE SEROCONVERSIONES
flecha = niveles pico de infestacion con garrapatas
regenzeit = época de lluvias



TABLA 2.2 OCURRENCIA DE ANTICUERPOS DURANTE.EL PRIMER MES DE VIDA

Finca Animal Edad B.bovis B.bigemina A.marginale

No. No. meses IFAT IFAT FC

1 086 1 + . +/- s
138 1 + + -

2 025 1 - - +/-
070 1 + . +/-
o7 1 - - -

3 077 1 + +/- -

4 084 1 + - +
085 1 + - -

6 on 1 - - +
073 1 - + .

8 065 1 + - +/-

12 058 1 - - -

14 064 1 - : .
066 1 - - .
067 1 - - -
068 1 + - -
069 1 +/- +/- +/-
070 1 + +/-

15 047 1 - - -
064 1 + + +
067 1 - - .

16 067 1 - + +
073 1 - -
075 1 - - -

+ = positivo - = negativo + /- = sospechoso vacio = no hay titulo disponible

El andlisis estadistico (t-test) para averiguar posibles diferencias en la frecuencia de las seroconversiones
entre las épocas de verano y de invierno de 1985 dié como resultado diferencias significativas (p = 0.013
en el caso de B. bovis, p = 0.026 para B. bigemina y 0.016 para A. marginale) a favor del periodo de
lluvias. Sélo se pudo demostrar una pequedia diferencia entre los meses de verano comprendidos entre
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enero/febrero, 1986 y la época de lluvias anterior en 1985 en el caso de A. marginale (p = 0.038). Sin
embargo, en las seroconversiones para B. bovis se presentaron diferencias significativas en jullo (p =
0.006) y en septiembre (p = 0.007) de 1985 y para A. marginale en agosto, 1985 (p = 0.0001); para B.
bigemina se registr6 un incremento significativo en junio, 1985 (p = 0.022).

2.4 Anticuerpos durante el primer mes de vida

Se demostro la ocurrencia de anticuerpos contra B. bovis en la sangre de 10 de 24 terneros durante el
primer mes de vida; un animal mostrd una reaccidn sospechosa. En el caso de B. bigemina, se observaron
cuatro reacciones seropositivas y tres spspechosas entre los 24 terneros, en el caso de A. marginale la
relacion fue cinco reactores seropositivos y cinco sospechosos (Tabla 2.2).

25 Resultados de la comparacién de los antigenos de B.bovis

En la Tabla 2.3 se presentan los resultados de las pruebas efectuadas para comparar los antigenos
preparados a partir de las cepas australiana (Lismore) y la colombiana (Chin()). Los tftulos en el (muy
probablemente) sistema homélogo (cepa Chinl antigeno/suero de Cérdoba) son, sin excepcién, iguales
0 méas altos (hasta 4 diluciones) que aquellos en el sistema heter6logo (antigeno australiano/sueros de
Cérdoba).

TABLA 2.3 RESULTADOS DE LA COMPARACION DE LOS ANTIGENOS (Lismore y Chint)

Thulos reciprocos de IFAT

Antigeno ~ Antigeno Lismore
Chint 0 | 1-40 4180 81-160 161-320
0 14 - - - -

1-40 3 - - - -
41-80 - 2 - - -
81-160 S - 2 3 2 -

/
161-320 - 1 10 4 1
321-640 - 1 2 3 5
>640 - - - 1 -

Tftulo reciproco de IFAT: promedio geométrico de tres pruebas cada uno
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2.6 Comparacion de los resultados de la prueba de Fijacién del complemento y microscépicos
para A. marginale

En la Tabla 2.4 se presenta una comparacion de los resultados de las reacciones a la prueba de fijacion
del complemento y de los exdmenes microscopicos. Se consider6 la existencia de parasitemia so6lo cuando
se encontraron mas de 10 eritrocitos parasitados entre un total de 10°. Los hallazgos microscopicos y los
resultados de la FC concordaron en 55% de los animales; se observé divergencla en 45% pero Unicamente
en 6.3% de los casos se encontr A.marginale en el frotis aunque el animal no (o no aun?) reaccioné
positivamente a la FC.

TABLA 24 COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE LA PRUEBA DE FC Y DE LOS
EXAMENES MICROSCOPICOS PARA A.marginale

Hato Reaccion FC/frotis delgado Tasa parasitemia
No. +/+ -/- +/- -/+ positiva/n Relacion
1 7 2 6 0 9/15 0.60
2 7 3 10 1 8/21 - 0.38
3 7 1 3 1 8/12 0.66
4 7 0 5 1 8/13 0.62
6 8 3 6 1 9/18 0.50
7 4 1 2 0 4/7 0.57
8 11 0 5 0 11/16 0.69
11 1 2 15 1 2/19 on
12 8 0 6 0 8/14 0.57
14 3 5 9 1 4/18 0.22
15 8 5 1 4 12/18 0.66
16 8 3 6 2 10/19 © 0.53
Total 79 25 74 12 93/190 0.49
% 416 132 389 6.3

2.7 Comparacién de los resultados de la prueba IFAT y las tasas de parasitemia para B . bovis

En la Tabla 2.5 se presentan los resultados de las pruebas serolégicas y aquellos de los examenes
microscépicos para parasitemias de B. bovis. Se present6 disparidad entre éstos en 52.4% de los
animales; en 45% de los casos los animales resultaron positivos a la prueba IFAT y no presentaron
parasitemias, lo cual no es sorprendente conociendo las caracteristicas de la infeccién de B. bovis.
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TABLA 2.5 COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE LA PRUEBA IFAT Y DE LOS EXAMENES
MICROSCOPICOS PARA B. bovis

Hato Reacci6énIFAT /frotis delgados Tasa parasitemia

No. +/+ -/- +/- -/+ positiva/n Relacion
1 0 8 5 2 2/15 0.13
2 6 0 14 0 6/20 0.30
3 3 1 8 0 3/12 0.25
4 9 0 4 0 9/13 0.69
6 2 7 5 4 6/18 0.33
7 3 0 4 0 3/7 n.c.
8 14 0 2 0 14/16 0.88
1 4 4 10 1 5/19 0.26
12 5 1 7 1 6/14 0.43
14 4 2 12 0 4/18 0.22
15 6 1 11 0 6/18 0.33
16 2 8 3 6 8/19 0.42

Total 58 32 85 14 72/189 0.38
% 30.7 16.9 45.0 74

positivo/n = animales positivos microscoplo/total animales examinados

n.c.

no calculada, muestra pequeia

2.8 Comparacion de los resultados de la prueba IFAT y las tasas de parasitemia para B. bigemina
En la Tabla 2.6 se presentan los resultados de las pruebas IFAT y de los exAmenes microscépicos para
B. bigemina. En este caso, se observé disparidad entre los dos resuitados s6lo en 12.7% de los anlisis.
2.9 Resultados de los recuentos de garrapatas

Las infestaciones con garrapatas en bovinos se determinaron efectuando el recuento de hembras adultas
ingurgitadas de B. microplus (> 5 mm de longitud). Los resultados se presentan en la Figura 4. Se

observaron tres picos en las infestaciones: uno en mayo, 1985, uno en octubre, 1985 y otro en febrero,
1986.
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TABLA 2.6 COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE LA PRUEBA IFAT Y DE LOS EXAMENES
MICROSCOPICOS PARA B. bigemina

Hato Reaccién IFAT /frotis delgados Tasa Parasitemia
No. +/+ -/- +/- -/+ positiva/n Relacion
1 5 3 7 0 5/15 0.33
2 18 0 1 1 19/20 0.95
3 1 0 1 0 11/12 0.93
4 13 0 0 0 13/13 1.00
6 18 0 0 0 18/18 _ 1.00
7 7 0 0 0 7/7 n.c.
8 15 0 0 1 16/16 0.94
11 16 0 2 1 17/19 0.89
12 14 0 -0 0 14/14 1.00
14 13 0 4 1 14/18 0.78
15 14 0 4 0 14/18 0.78
16 18 0 1 0 18/19 0.95
Total 162 3 20 4 166/189 0.88
% : 85.7 1.6 10.6 2.1

positiva/n = animales positivos microscopio/total animales examinados
n.c. = no calculada, muestra pequeiia

210 Ganancia mensual de peso

En la Figura 5 se presenta la ganancia mensual de peso de los animales bajo consideracién. Después de
unas cifras inicialmente bajas durante marzo, abril y mayo, 1985, se observaron marcados incrementos en
la ganancia de peso a principios del inviemo en junio, persistiendo en los meses de julio y agosto. Después
de ésto, las cifras de la ganancia de peso retornaron a los niveles bajos encontrados anteriormente.

2.11  Niveles de hématocrito

Al analizar los datos de los niveles mensuales del hematocrito de los animales, surgi6 el siguiente cuadro
(Figuras 6 y 7): los bovinos con un porcentaje de genes exéticos de Bos taurus superior al 25%
presentaron durante todo el perfodo de la investigacion niveles de hematocrito significativamente mas bajos
que aquellos con niveles altos de genes Bos indicus (p < 0.001). Por otra parte, los niveles del
hematocrito decayeron significativamente (p = 0.004) en animales Cebt/Criollos entre julio y agosto y se
incrementaron ligeramente de nuevo hasta diciembre, mientras la evolucién correspondiente en los bovinos
con influencia Bos taurus fue casl a la inversa. Los niveles del hematocrito aumentaron significativamente
hasta julio (p = 0.002) y luego descendieron ligeramente hasta octubre y en forma mas marcada hasta
febrero. : :
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FIGURA 6 VALORES DEL HEMATOCRITO SEGUN LA EDAD Y LA RAZA

n = No. de valores Milchrasse= % genes exéticos

La dependencia de la edad de los niveles del hematocrito también mostrd diferentes cuadros en las dos
categorias de bovinos. En los animales con genes Bos taurus, decrecieron los niveles del hematocrito
hasta el cuarto mes de vida y luego aumentaron hasta el octavo mes, aquellos de los animales Cebt/Criollo
se incrementaron después del cuarto mes y descendieron a partir del sexto mes.
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FIGURA 7 HEMATOCRITO SEGUN LA EPOCA DEL ANO Y LA RAZA

n = No. de valores Regenzeit= invierno

En general, los niveles del hematocrito de bovinos Bos indicus/Criollo fueron significativamente mas altos
que los de aquellos con infusién de sangre Bos taurus (p < 0.001).
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212  Ocurrencia de infecciones multiples

La Tabla 2.7 muestra la frecuencia de la ocurrencia de las Infecciones miitiples. Se encontraron muy pocos
animales infectados por uno s6lo de los hemoparasitos bajo consideracion o por ninguno de ellos (8.5%
en total). Las infecciones con los tres parésitos fueron los més corrientes (45.2%), pero las infecciones
combinadas de B. bovis y A. marginale fueron relativamente escasas (2.1%).

'~ TABLA 2.7 INFECCIONES SOLAS Y MULTIPLES

~ Hato - a b c a+b a+c b+c a+b+c Total

§ 1 2 0 1 1 0 0 8 3 15

2 0 o0 0 o 5 1 0 13 19

. 3 0 o 0 o 2 0 1 9 12
4 0 o 0 o 3 1 0 9 13
6 0 o0 2 0 2 0 9 5 18
7 0 o0 0 o 1 0 0 6 7

8 0 o0 0 o 0 1 15 0 16

11 0 1 0o 1 3 0 5 8 18

B 12 0 o 0 0 0 0 3 1 14

14 0 o 1 0 5 1 2 10 19

o 15 1 0 2 0 7 0 1 7 18

bes 16 0 o0 4 o0 1 0 10 4 19

g Total 3 1 10 2 29 4 54 85 188

! % 16 05 53 1.1 15.4 2.1 28.7 45.2 100

v - = no infectados; a = B. bovis; b = B. bigemina; ¢ = A. marginale

i

d

. 3. DISCUSION

3.1 Prevalencia

En la Tabla 3.1 se presenta la prevalencia serolégica y microscépica de A. marginale, B. bovis y B.
bigemina en los terneros bajo investigacion.

Se observaron discrepancias relativamente vastas entre las tasas de prevalencia serolégica y microscépica
en los casos de A. marginale y B. bovis (comparadas con B. bigemina donde el margen fue bastante
estrecho), explicadas por el hecho que la persistencia de los titulos puede esperarse que sea mas
prolongada que la persistencia de las parasitemias y, en el caso de B. bovis, porque las tasas de
parasitemia periférica tienden a ser muy bajas y faciimente pasan desapercibidas. Por otra parte, el
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porcentaje de casos donde se observaron parasitemias mientras la prueba serologica permanecia negativa,
fue bajo (lo mas bajo en el caso de B. bigemina), lo cual proporciona alguna evidencia del nivel de
sensibilidad del método serolégico utilizado.

TABLA 3.1 PREVALENCIA DE A.marginale, B.bovis y B.bigemina

No. No. (%) No. (%) negativos serologicos/

positivos positivos microscopio

A. marginale 190
FC 153 (80.5) 12 (6.3
microscépica : 91 (47.9)
B. bovis 189
IFAT 143 (75.7) 14 (7.4
microscopica 72 (38.1)
B. bigemina 189
IFAT 182 (96.3) 4 (2.1)
microscopica 166 (87.8)

Otro hecho sobresaliente, si no exactamente inesperado, fue la frecuencia con que ocurrieron las
infecciones muiitiples de A. marginale, B. bovis y B. bigemina (Tabla 2.7), estando el porcentaje més alto
en la combinacion de estos tres organismos, las infecciones con uno solo de ellos 0 con la combinacion
B. bovis/A. marginale fueron extremadamente escasas.

3.2 Anticuerpos maternales

Aunque, bajo las condiclones prevalentes, no se pueden excluir las posibilidades de terneros que adquieren
inmunidad activa para B. bovis, B. bigemina y A. marginale durante su primer mes de vida, se debe
considerar como bastante alta la probabilidad que las reacciones a la prueba IFAT y a la FC observadas
* en terneros de un mes de edad puedan deberse a inmunizacion pasiva. Si ademas se tiene en cuenta el
hecho que los anticuerpos calostrales siempre ocurren en niveles bajos y que la lectura de IFAT en la
presente investigacién fue de 1:40 y 1:160 para B. bovis y de 1:80 y 1:320 para B. bigemina, se esperaria
que una proporcion considerable de anticuerpos en los sueros de los terneros experimentales hubleran
permanecido sin detectar. Bajo estas circunstancias, no se puede catalogar como baja la cifra de 10/24
terneros positivos a B. bovis en este grupo. Esto aboga por una tasa de inmunidad mas bien alta entre
las vacas aunque ésta posiblemente no encontré una expresion adecuada en las cifras de prevalencia
serolbgica, ya que en las vacas viejas a menudo se pierden los titulos, mientras que ésto no es clerto
también en cuanto a la inmunidad.

La situacion puede ser similar en lo referente a A. marginale, aunque sélo 5 de los 24 terneros resultaron
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positivos a este organismo a la FC en su primer mes de edad; sin embargo, 5 mas eran sospechosos.
En este caso, deben considerarse las deficienclas conocidas de esta prueba cuando se trata de demostrar
lnmunoglobdlnas G.

En lo que respecta a B. bigemina, se habria esperado el porcentaje més alto de terneros con anticuerpos
maternales eh su suero durante el primer mes de vida, dado el hecho que éste hemoparésito tuvo las tasas

“de Inoculacién més elevadas en todas las 12 fincas.y que todas éstas se presentaron por sl mismas en un
estado sdlido de estabilidad endémica para B. bigemina. No obstante, se observaron solamente 4/24 casos
positivos; 3 resultaron sospechdsos. No existe explicacion para este fenémeno, excepto tal vez que éste
puede ser la expresion de la pérdida de anticuerpos en la progenitora detectable por IFAT a pesar de la
inmunidad continuada.

En general, estos resultados parecen confirmar el papel que generaimente se atribuye a los anticuerpos
maternales respecto al desarrollo temprano de la inmunidad activa.

3.3 Comparacién de los antigenos

El antigeno B. bovis preparado con base en los aislamientos de campo de Chint, Cérdoba y que produjo
ttulos significativamente mas altos con los sueros del 4rea que con el antigeno australiano (Lismore),
puede considerarse como homdlogo para las cepas de B. bovis de ocurrencia en el departamento y 4reas
adyacentes, aunque ésta observacion no concuerda con los resultados obtenidos por Callow et al. (1976),
quien obtuvo titulos mas elevados en un sistema hetertlogo. Esto destaca la importancia aparente de
utilizar sistemas homélogos en las investigaciones seroepidemioldgicas con B. bovis.

3.4 Iincidencia

Se encontr6 que las seroconversiones para B. bovis ocurrian en terneros de mayor edad que aquellas
para B. bigemina y A. marginale (Figura 1). Esto probablemente se debe a la mayor probabllidad de
contraer infeccién con estas dos Ultimas especies. Por otra parte, se observé una tendencia en terneros
Cebu a sufrir la infeccién més tarde que las otras razas, lo cual puede ser ocasionado por una mayor
resistencia a las garrapatas de los animales Ceb( y la resultante menor probabilidad de infeccién.

El nimero de seroconversiones para las babeslas aumenté durante la época de lluvias, pero se presentaron
fuertes oscllaciones que no pudieron explicarse. Las Infecciones con A. marginale, por otra parte,
estuvieron distribuidas uniformemente durante todo el invierno, ya que en éste caso estaban involucrados
otros vectores diferentes a las garrapatas. Pero en general, los meses con los nimeros més elevados de
seroconversiones fueron idénticos a aquellos con las tasas més altas de Infestacion.

35 Tisas de inoculacién e infeccién

Las tasas de infeccion para A. marginale y las discrepantes tasas de inoculacién para B. bovis y B.
bigemina observadas durante el presente estudio corresponden a los resultados obtenidos por otros
investigadores (Applewhaite, 1979; Corrier y Guzman, 1977; James et al., 1985). Sin embargo, en lo que
se refiere a su- uso para el célculo de estabilidad endémica tienen que considerarse con cierta reserva
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porque (a) el nimero de animales examinados fue més bien bajo y (b) los periodos de su examen no
slempre coinclidieron.

No obstante, se reconoce que la situacion para B. bovis fue critica en las fincas Nos. 1, 6y 16, y
probablemente tamblién en las fincas Nos. 2 y 11. En los hatos 1, 6, 11 y 16 dominan fuertemente los
animales Ceb( y Cebd x Criollo, con su conocida alta resistencla a las garrapatas (Utech y Wharton, 1982)
y, por lo tanto, bajo riesgo de Infeccion, pero las tasas de inoculacion relativamente bajas para B. bovis
observadas en estos hatos justifican aiin una investigacién posterior.

La situacién en lo que respecta a B. bigemina fue estable endémicamente en todas las fincas. Sin
embargo, en la finca 1 fue significativamente (p = 0.0001) més baja que en todas las otras fincas (0.00655
versus > 0.01 en el resto). La finca 1 esté situada en un 4rea donde las inundaciones de ocurrencia regular
estan diezmando cada afio las garrapatas.

Las tasas de infeccién encontradas para A. marginale indicaron estabilidad endémica en todos los hatos
examinados.

4. RESUMEN

Se recolect6 un total de 1.130 muestras de suero de 191 terneros y novillas en 12 hatos seleccionados en
el departamento de Cérdoba en la regién de la costa norte de Colombia, desde febrero, 1985 hasta febrero,
1986. Los sueros se analizaron para anticuerpos contra B. bovis y B. bigemina utilizando la prueba
indirecta de anticuerpos fluorescentes (IFAT) y se examinaron para anticuerpos contra A. marginale
mediante la técnica de la fijacion del complemento (FC).

Las tasas de inoculacién para B. bovis fiuctuaron de 0.001 a 0.013, aquellas para B. bigemina entre 0.007
y > 1. Las tasas de inoculacion més bajas para ambos parésitos se presentaron en los hatos con los
porcentajes més altos de genes de B. indicus (p = 0.001).

Las tasas de infeccién para A. marginale oscilaron de 55% a 92%.

Se encontraron anticuerpos probablemente de origen calostral (no se podria excluir con certeza la
inmunizacién activa natural post-parto), para B. bovis en 10 de 24 terneros durante el primer mes de vida,
en 4 de 24 terneros para B. bigemina y también en 4 para A. marginale.

Las seroconversiones relacionadas con B. bovis ocurrieron predominantemente a la edad de 6 meses,
mientras que la mayoria de las referentes a B. bigemina y A. marginale se presentaron a la edad de 4 a
5 meses (p > 0.001). Las seroconversiones de B. bovis se observaron més tarde en los animales con
niveles altos de genes de B. indicus que en los bovinos con >25% genes de Bos taurus (p = 0.044). Se
observé un nimero significativamente mas alto de seroconversiones en la época de lluvias que durante el
verano en 1985 (B. bovis: p = 0.013; B. bigemina: p = 0.026; A. marginale: p = 0.016).

Los antigenos de B. bovis para la prueba IFAT preparados a partir de la cepa australiana Lismore por una
parte y de la cepa de campo de Chinu, Cérdoba, por la otra, se compararon utizando los sueros del 4rea.
El sistema probablemente homblogo (antigeno Chind) ofrecié consistentemente tftulos mas altos que el
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sistema heterblogo (antigeno australiano).

En la fijacién del compiemento para A. marginale hubo un 6.3% de reacciones de negativos falsos segin
lo demostrado por comparacién con los resuitados del examen microscépico de frotis de sangre. Los
resultados de negativos falsos en la IFAT fueron de 2.1% para B. bigemina y 7.4% para B. bovis.
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1 Caracteristicas de las fincas investigadas

Las presentes investigaciones se realizaron en un 4rea de aproximadamente 40 km’, situada en el valle
del Sini medio en Cérdoba, Colombia, donde el clima es uniformemente célido durante todo el afto, con
pocas variaciones en las temperaturas diarias y anuales pero con variacién estacional pronunciada en
cantidad pluvial (periodos himedos y secos; Duehnen, 1987). Las fincas ganaderas en estas zonas, difieren
en tamaiio entre 50 y 1000 ha y mantienen un total cercano a 4000 cabezas de bovinos (desde 100 hasta
1000 aproximadamente por finca). La densidad ganadera fluctiia entre 1 y 3 cabezas por ha.

Se seleccionaron cuatro de estas fincas, a saber: Diluvio, Mercedes, Danubio y San Miguel, para un
programa de monitoreo de la salud durante un periodo de un afio. El autor estaba ubicado en una de ellas
(Diluvio) y visit6 las otras regularmente (cada semana) a caballo; ademés efectué visitas a otros tres predios
ocasionalmente o a solicitud de los interesados.

Las fincas eran tipicas de la regién en cuanto a su meta de produccién (la leche y la carne), con varios
grados de infusion de genes exéticos lecheros o de doble propésito mediante programas de mejoramiento
genético en sus hatos basicamente Cebti/Criollo.

1.1.1  Modo de produccién

La fuerza de trabajo regular de las fincas consistia en 2 a 6 empleados permanentes, més un ntimero
variado de trabajadores ocasionales.

La rutina diaria era la siguiente:

3a5am. Ordefio (manual)

5a6am. Soltaban las vacas con sus terneros a los potreros

13 a 15 p.m. Separacion de los terneros lactantes de las vacas

18 a 19 p.m. Reunfan las vacas para que permanecieran separadas de los terneros durante la noche.

El ternero tenfa que estar presente mientras ordefiaban a su madre para asegurar la salida de la leche y que
la vaca permaneciera quieta. Los terneros se llevaban antes del ordefio a donde estaban sus progenitoras
y se les permitia lactar durante un rato. Después de ésto eran atados a una de las patas delanteras de las
vacas durante el tiempo restante del ordefio. Este procedimiento se mantuvo durante todo el perfodo de
lactancia (9 a 10 meses).

Las siguientes medidas relacionadas con la salud fueron realizadas en forma rutinaria por el personal de
la finca:
1. Aplicaciones con acaricidas

En forma regular a intervalos de 14 6 21 dfas o irregular o auln esporédicamente segln el grado de
infestaciéon con garrapatas.



2. Inmunoprofilaxis

Fiebre aftosa: cada 6 meses
Carbén sintomético/Carb6n bacteridiano/Pasteurelosis (vacuna triple): a intervalos de 3 a 4 meses.

3. Aplicacién antiheiminticos
oral o intramuscular, 1 a 2 veces por afio.
4. Antibiéticos

usualmente tetraciclinas, i.m., en casos de enfermedad severa, aguda, la mayorfa de génesis
desconocida.

5. Tratamiento de heridas e infecciones del ombligo

"Blue-spray” o una mezcla de poivos astringentes, antibitticos e Insecticidas.

6. Castracién

7. Atencién de Partos

incluyendo desinfecciones del ombligo.
En la Tabla 1.1 se suministra un resumen de las caracteristicas de las 4 fincas de referencia en las cuales
se efectud el monitoreo de la salud en forma regular.
1.2 Procedimiento del muestreo
En los cuatro hatos monitoreados en forma regular, se establecieron grupos de referencia conformados
por 15 a 30 terneros. Estos animales se marcaron con orejeras plésticas y se registrd su fecha de
nacimiento, sexo, raza y el nGmero de partos de sus progenttoras. Ademds, se colectaron los siguientes
datos cada mes: peso (con cinta métrica), condicién fisica, piel y pelaje, infestacién con garrapatas,
temperatura corporal, enfermedades visibles (Tabla 1.2).
Para estudios entomolégicos, al caer la noche en el corral, se pasb alrededor de los terneros una jama de
malla fina durante dos minutos. E! diagnéstico del género de los insectos colectados se hizo con una lupa.
Los dipteros activos en el dia se cogieron con un beaker cuando estaban sobre el animal.

Finalmente, a intervalos de 4 semanas, se sangraron los terneros de la punta de la cola para preparaciones
de frotis delgados y gota gruesa, y de la vena yugular para obtener sangre citratada y natural.



TABLA 1.1 DATOS DE PRODUCCION EN LAS 4 FINCAS DE REFERENCIA

Datos de FINCAS
Produccién Danubio Diluvio Mercedes San Mlguql
Area, ha 120 400 360 320
Topograffa Plana Pantanosa Plana Plana
Pasto, ha. 100 300 250 315
Pasto, calidad Buena Mala Moderada Buena
No. bovinos 37;1 303 130 832

| Cabezas/ha. 3.7 1 0.5* 26
Vacas lecheras** 90 (23.9%) 104 (34.3%) 55 (42.3%) 152 (18.3%)
Vacas carne 78 (20.7%) 50 (16.5%) 0 272 (32.7%)
Terneros 105 (27.9%) 65 '(21.5%) 35 (26.9%) 265 (31.9%)
Animales j6venes 94 (24.9%) 77 (25.4%) 40 (30.8%) 93 (11.2%)
Toros 10 (2.7%) 7 (2.3%) 0 50 ( 6.0%)
Ganancia peso*** 288 g/d 388 g/d 394 g/d 462 g/d
Leche/vaca/it. 1.6 3.0 29 28
Aspersion# 14 Esporadico 21 <14
Indice Garrapatas ## 1.2 1.35 1.4 1.2
Estandar Educacién @ 2 1 3 3

*  Fuera de los bovinos, 60 caballos reproductores en pastura
** % estimado de Infusién de genes exéticos ’
*** Ganancla de peso de los terneros de referencia
# Intervalo entre tratamientos de acaricidas en dias
## Promedio indice garrapatas (Ver Tabla 1.2)
@ Estandar de educacion del encargado de la finca
1 = analfabeta; 2 = estudios de primaria incompletos; 3 = estudios de primaria completos
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TABLA 1.2 CLAVEPARA LA EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE CONDICION FISICA, PIEL
Y PELAJE E INFESTACION CON GARRAPATAS*

Indice Condicién fisica . Plel/pelaje infestacion garrapatas®
1 Gordo : ~ suave, limplo 0.
2 . buena - moderada suave, suclo 1-10
3 moderada - mala aspera, sucio 11-50
4 - flaca ' afecciones plel > 50

*  Ndmero de hembras ingurgitadas de > 4 mm.

1.3 Exémenes realizados
1.3.1 Frotis deigados

Los frotis deigados se colorearon con solucién Glemsa al 12%. Se analizaron 50 campos en cada frotis
utilizando un objetivo de 40X, aceite de Inmersion y un ocular de angulo ampilo 10X, empezando por ol
extremo delgado perpendicularmente a la direccién del frotls. Al terminar 50 campos, se habla examinado
aproximadamente 100.000 eritrocltos y se pudo calcular la parasitemia. De esta manera se determinaron
la incidencia y la parasitemia de A. marginale y B. bigemina.

1.3.2 Preparaciones de gota gruesa

Las gotas gruesas que se hablan colocado al extremo grueso del frotis sobre la laminilla se colorearon
por separado con Naranja-Acridina (Trees, 1974). Las muestras de la finca Danubio, donde no se habfa
demostrado la presencia de babesia en los frotis delgados, se sometieron g una prueba con microscopio
de luz fluorescente. ‘

1.3.3 Sangre citratada

La sangre cltratada se utiliz6 para la demostracién de tripanosomas méviles y microfilaria mediante la
técnica Woo (1971). '

1.3.4 Prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes

En el Instituto de Parasitologia de Hannover se analizaron sueros provenientes de 7 fincas de la region,
para anticuerpos fluorescentes contra B. bovis, empleando la técnica mejorada por Mueller (1984). En tres
de estas fincas, se hablan obtenido los sueros mensualmente y por lo tanto, fue posible calcular las tasas
de incidencia de B. bovis. En los otros cuatro predios, se tomaron las muestras a intervalos irregulares o
solo una vez. En éstos casos, (inicamente se pudieron establecer las tasas de infeccién (prevalencia).
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1.3.5 Exémenes post-mortem

A todos los animales cuyas muertes se reportaron en las siete fincas, se les practicaron exdmenes post-
mortem, incluyendo histopatologfa. Para ésta Gitima se hicleron frotis de los 6rganos afectados; se fijaron
en formalina al 10% y se enviaron al departamento de Patologfa del Laboratorio de Investigaciones
Veterinarias de Enfermedades Tropicales (LIVET) en Cereté.

1.3.8 Exémenes bacteriolégicos

Donde fue posible se envié también al LIVET, dentro del término de 24 horas después del examen post-
mortem, el material para examen bacteriolégico. Se hicieron preparaciones de frotis de cerebro para el
diagnéstico de B. bovis, segln Hadanl et al. (1982).

2 RESULTADOS DE LAS INVESTIGACIONES DE CAMPO

2.1 Ocurrencia de artrépodos hematéfagos

Durante el curso de la investigacién de campo se observaron los artrépodos hematéfagos detallados en
la Tabla 2.1; se estudié su dindmica de poblacién.

2.2 Infestacién con garrapatas

En el area de investigacion, las tasas de Infestacién con garrapatas en bovinos de hasta 10 meses de edad,
aumentaron durante el verano (enero a abrif) a 39.9%, comparada con 27.9% en la época de lluvias (mayo
a noviembre). El promedio del Indice de garrapatas (para definicion ver Tabla 1.2) se elevd
correspondientemente de 1.31 a 1.46 (p < 0.001; t = 4.83).

23 Infecciones con hemoparésitos
Se identificaron los sigulentes hemoparésitos. mediante examen microscopico de muestras de sangre:

Rickettsia
Anaplasma marginale
Eperythrozoon wenyoni

Piroplasma
Babesia bigemina
Babesia bovis

Tripanosoma
Trypanosoma vivax
Trypanosoma theileri
Trypanosoma ingens

Microfilaria



TABLA 2.1  ARTROPODOS HEMATOFAGOS EN EL AREA DE INVESTIGACION (DEPARTAMENTO

DE CORDOBA)
Nombre Intensidad Ocurrencla
Artrépodos local infestacion estacional
Culicidae Zancudo Masiva Invierno
Aedes spp.
Anopheles spp.
Culicoides spp. Jején Masiva Invierno
Haematobia Mosca Masiva Verano
Tabanidae* Tébano Frecuente Finales inviero
Principio verano
T. nebulosus
T. pungens
T. claripennis
Lepiselaga
crassipes Congo
Stomoxys spp. Mosca Esporédica
picadora

Ixodidae Garrapata Todo el afio
Boophilus

microplus Frecuente Aumenta verano
Dermacentor

nitens Esporédica
Amblyomma

cajennense Esporadica

* Diagnéstico de la especie realizado por el Dr. P. Barreto, Universidad del Valle

2.3.1 Tasas de incidencia y de parasitemia de A. marginale y B. bigemina

A. marginale y B. bigemina se encontraron con mucha frecuencla en frotis delgados coloreados con
Giemsa. En las Tablas 2.2 y 2.3 se presentan las tasas de Incldencia y de parasitemia.

La incidencia de infecciones por B. bigemina fue apenas suficiente en la finca Danubio como para
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proporcionar establiidad endémica (h = 0.005). En los otros predios, ésta Gitima fue soiida tanto para A.
marginale como para B. bigemina.

2.3.2 Tasas de incidencia e infeccién de B. bovis

Los sueros de terneros de siete fincas en el departamento de Cérdoba que habfan sido obtenidos en una
Investigacién secclonal-cruzada(3) y en una longitudinal(4), sobre las limitantesde la produccion y la salud
en el 4rea, durante el periodo comprendido entre 1982 y 1988, se analizaron para anticuerpos contra B.
bovis mediante la prueba IFAT y se calcularon las tasas de inoculacion para los mismos (Tablas 2.4 y
2.5). :

TABLA 22 TASAS DE INCIDENCIA Y PARASITEMIA DE A.marginale

Edad Nombre de la finca (x/n*)

m Diluvio Danubio Mercedes S.Miguel Total (%)

1 0/34 117 0/20 0/20 1/91 (1.1)
2 8/34 | 2/17 3/20 2/20 15/91 (16.5)
3 14/34 417 8/20 4/20 30/91 (33.0)
4 2/34 3/17 2/20 3/20 10/91 (11.0)
5 3/34 6/17 2/20 6/20 17/91 (18.7)
6 2/34 1/17 0/20 2/20 5/91 (5.5)
7 1/34 0/17 3/20 2/20 6/91 (6.6)
8 0/34 0/17 1/20 0.20 1/91 (1.1)

p** 88.2% 100% 90.0% 95.0% 92.3%

*  x/n = nimero de primeras infecciones/total tereros examinados
** p = prevalencia



TABLA 2.3 TASAS DE INCIDENCIA Y PARASITEMIA DE B.bigemina
Edad Nombre de la finca (x/n*)
m Dilluvio Danublo Mercedes S.Miguel Total (%)
1 7/34 0/17 2/20 1/20 10/91 (11.0)
2 12/34 0/17 2/20 3/20 17/91 (18.7)
3 5/34 3/17 1/20 7/20 16/91 (17.6)
4 1/34 1/17 3/20 5/20 10/91 (11.0)
5 4/34 1/17 3/20 1/20 9/91 (9.9)
6 1/34 3/17 4/20 1/20 9/91 (9.9)
7 1/34 3/17 1/20 0/20 5/91 (5.5)
8 0/34 0/17 0/20 0/20 0/91 ( 0)
p** 91.2% 64.7% 80.0% 90.0% 83.5%
hte* 0.0116 0.005 0.008 0.011 0.0086
* x/n = No. primeras infecciones/total terneros examinados
** p = Tasas acumuladas de Infeccion
*** h = Tasa de inoculaciéon
TABLA 24 PREVALENCIA DE B. bovis EN 4 FINCAS OBTENIDAS EN UNA INVESTIGACION

SECCIONAL-CRUZADA

Nombre de la finca (x/n*)

Danubio La Ganga Mercedes S. Miguel
p** 1/13 23/46 14/20
Edad(m) 7 6 10
h¥** 0.0004 0.0039 0.0768 0.004
* x/n = ndmero de primeras infecciones/total terneros examinados

** p = prevalencia
*** h = tasa Inoculacién



TABLA 2.5 TASAS DE INCIDENCIA E INFECCION DE B. bovis EN TRES FINCAS OBTENIDAS EN
UNA INVESTIGACION LONGITUDINAL

Edad Nombre de la finca (x/n*)

m Campifia Diluvio G. Came Total (%)

1 " 0/20 1/24 0/23 1/67 (1.5)

2 2/20 3/14 0/23 5/67 (7.5)

3 7/20 8/24 6/23 21/67 (31.3)
4 2/20 4/24 5/23 11/67 (16.4)
5 1/20 4/24 6/23 11/67 (16.4)
6 2/20 2/24 0/23 4/67 (6.0)
7 0/20 | 1/24 1/23 2/67 (3.0)
8 2/20 1/24 3/23 6/67 (9.0)
laded 80.0% 100% 91.3% 91.0%

h*#** 0.0067 0.096 0.01 0.01

* x/n = nimero de primeras infecciones/total temeros examinados
** | = tasa acumulada de infeccién
*** h = tasa de inoculacion

Se encontré que la estabilidad endémica (> 0.005) prevalecia en cuatro de las siete fincas (Campiiia,
Dituvio, Ganado de Carne y Mercedes). Esto no sucedié en las tres restantes. Mientras las fincas la Ganga
y San Miguel estaban atin cerca al limite de la estabilidad endémica (h = 0.0039 y 0.004 respectivamente),
el Danubio, con una tasa de inoculacién de 0.0004, estaba muy por debajo de este nivel.

23.3 Efectos clinicos de infecciones con hemoparésitos

Las investigaciones longitudinales proporcionaron la posibllidad de dividir en fases la reaccién a la infeccién
con hemoparasitos. Esto se aprovecho en la presente investigacion, usando la prevalencia y la incidencia
en el caso de B. bovis (Tablas 2.4 y 2.5) y las tasas de parasitemia y de su incidencia para A. marginale
y B. bigemina (Tablas 2.2 y 2.3). De esta manera, se pudieron correlacionar los pardmetros clinicos y otros
de cada termmero de referencla y en cada fecha de examen con cada una de las fases. Las definiciones de
las etapas de reaccion clinica a la infaccién se presenta en la Tabla 2.6; en las Tablas 2.7 a 2.10 se
muestran las correlaciones con los pardmetros "hematocrito®, “condicién fisica®, "plel y pelaje”.
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TABLA 2.6 SUBDIVISION EN CINCO FASES DEL PERIODO DE REACCION A LA INFECCION CON
HEMOPARASITOS EN BOVINOS

DEFINICION DE LAS FASES

Fase 1 més de un mes antes del diagndstico de la primera Infeccion; o permanentemente negativo
durante todo el perfodo

Fase2 un mes antes del dlagnéstico de la primera infeccién

Fase 3 mes del diagnéstico de la primera infeccion

Fase 4 un mes después del diagnéstico de la primera infeccién

Fase 5 més de un mes después del diagnéstico de la primera infeccién

La Tabla 2.7 muestra que los valores de hematocrito estuvieron sometidos a variaciones significativas (p <
0.001) durante el curso de las infecciones con A. marginale. Hubo un leve aumento en los valores desde
la fase 1 hasta la 2, seguldo por una disminucién significativa (Inferior ai 30%) en la fase 3 (fase de la
primera infecci6n). ‘

Las Infecciones con B. bigemina produjeron un efecto menos marcado pero aun significativo (p < 0.05).
Los valores del hematocrito aumentaron en la fase 3 (mes de la infeccién) seguido por un descenso
moderado hasta el nivel més bajo en el curso de la reaccién, en la fase 4 (un mes después de la infeccién).

En el caso de infecciones con B. bovis no se presentaron variaciones significativas en los niveles del
hematocrito; tampoco se observaron correlaciones significativas entre la fase de infeccién y el porcenaje
de terneros en mala condicion fisica (Tabla 2.8), a la vez el parametro "piel/pelaje, Indice 3", la tipica si no
especffica expresién de enfermedad subaguda y crénica, mostré un aumento significativo (p < 0.01) en el
porcentaje de terneros afectados en el caso de A. marginale (Tabla 2.9).

El porcentaje de temeros infestados con garrapatas (Indices Nos. 2, 3 y 4, Tabla 1.2) comparados con
aquellos libres de garrapatas estaba significativamente elevado (p < 0.001) en el caso de los tres
organismos. Con A. marginale el pico ocurri en la fase 2 (el mes anterior ala infeccién); con B. bigemina
y B. bovis se present6 durante la fase 3, el mes del primer diagnéstico de la Infeccién (Tabla 2.10).

Durante el curso de las infecciones con B. bovis, la tasa de tereros infestados con garrapatas versus el
nGmero total de temeros fue significativamente heterogénea (p > 0.05; Chi’ = 6.87 con 4 grados de
libertad), en contraste con las infecciones con B. bigemina (p < 0.01). Las tasas de parasitemia de A.
marginale fueron tan altas en las fincas con indices promedios bajos de garrapatas como en todos los otros
predios (Tablas 1.1 y 2.2, 2.3).



TABLA 27 PROMEDIO DE LOS VALORES DE HEMATOCRITO (%) DE APROXIMADAMENTE 80
ANIMALES JOVENES (HASTA 10 MESES) EN EL CURSO DE LAS INFECCIONES CON
A. marginale, B. bigemina y B. bovis (DEFINICIONES EN LA TABLA 1.2)
Agente Promedio valores hematocrito (%) durante la fase
infectivo 1 2 3 4 5
A. marginale 34.3 36.7 29.5* 323 34.1
n 170 7% 88 86 324
B. bigemina 339 33.3 35.0 31.7 33.6
n 154 47 89 79 357
B. bovis 36.6 35.7 35.1 358 34.1
n 128 50 66 57 439
* p < 0.001
TABLA 2.8 - PROPORCION (%) TERNEROS EN MALA CONDICION FISICA (INDICE No. 3, TABLA
1.2) EN EL CURSO DE LAS INFECCIONES CON Anaplasma y Babesia
Agente % terneros en mala condici6n fisica durante fase
infectivo 1 2 3 4 5
A. marginale 10.2 17.1* 16.0* 10.2 8.8
Chi* proporcién 0.1 264 216 0.04 1.47
B. bigemina 11.2 7.8 13.0 10.0 115
Chi® proporcién 0.0 0.51 0.28 0.12 0.03
B. bovis 39 37 4.6 439 39
Ch¥ proporcién 0.01 0.01 0.05 0.13 0.02
* p<0.05



TABLA 2.9 PROPORCION (%) TERNEROS CON PELAJE ASPERO Y SUCIO (INDICE No. 3, TABLA
1.2) DURANTE EL CURSO DE LAS INFECCIONES CON Anaplasma y Babesia

Agente % terneros con pelaje aspero y suclo durante fase

infectivo R 2 3 4 5

A. marginale 10.3 8.0 18.0* 5.3 43
Ch¥ proporcion 0.73 0.06 7.32 0.12 1.97
B. bigemina 11.8 0 10.3 10.3 44
Chi* proporciéon 2.68 0.83 0.50 0.63 1.92
* p<0.01

TABLA 2.10 PROPORCION (%) TERNEROS CON INFESTACION POR GARRAPATAS (INDICE 2-4,
TABLA 1.2) DURANTE EL CURSO DE INFECCIONES CON Anaplasma y Babesia

Agente | 9% terneros con Infestacién por garrapatas durante fase

Infectivo 1 2 3 4 5
A. marginale 35.0 43.4* 20.2 216 275
Chi* proporcién 2.1 53 - 26 18 0.4
B. bigemina 28.0 29.4 45.7* 27.8 256
Chi* proporcién 0.1 0o 8.6 0.1 1.4
B. bovis 25.4 333 37.9* 279 243
Chi* proporcién 0.1 .. 09 3.1 0 0.1
* p <001

24 Mortalidad registrada en las fincas
2.4.1 Tasas de mortalidad

~ Se registr6 un total de 85 muertes en bovinos en las slete fincas Incluidas en la investigacion, 44 de éstas
- ocurrleron en las 4 fincas de referencla, donde es probable que se hublesen reportado todas las pérdidas
por muerte. Las tasas de mortalidad observadas en tres grupos de edad se presentan en la Tabla 2.11.
El nGmero de terneros nacidos por afio se calculé multiplicando el nimero de vacas por el factor 0.75 (la
tasa promedia de partos en la regién). La cifra obtenida de esta manera, probablemente esta mas cerca
a la realidad que cualquiéra de las logradas a través de los registros de la finca, considerando la calidad
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3 mﬁo 68tos y en el hecho de regisirarse camblos muy frecuentemente entre los empleados de la
misma. :

TABLA 2.11 TASASDE MORTALIDAD (%) EN BOVINOS DE TFIES GRUPOS DE EDAD EN CUATRO
FINCAS DE REFERENCIA

Fincas (x/n*) investigadas durante un periodo de .

Edad | 12 meses * ' : 6 meses

meses Diluvio " Morcedes Danublo s Miguel
0-10 12/116 (10.3) 2/42 (4.9) 6/126 (4.9) | 9/318 (2.8)
10-24 3/77 (3.9) 0/40 (0) 1 0/94 (0) ' 5/93 (5.4)
>24 6/161 (3.7) 1/55 (1.8) 4/178 (2.2) 6/474 (1.3)
Total ~ 21/354 (5.9) 3132 © 10/398 (25) 20/885 (2.3)

* ndmero de muertes/nimero total de bovinos

242 Causas de mortalidad

- Se pudo determinar, con un grado razonable de exactitud, la causa de mortalidad en 58 de 85 casos, en
particular cuando el encargado de la finca o el propietario estaban en pasicién de proporcionar, un historial
aceptable de la e....rmedad, lo cual sucedi6 usualmente en las cuatro fincas de referencia. En la Tabla 2.12
se resumen las causas de la muerte; en el Anexo 1 se suministran més detalles.

| 2.42.1 Muertes ouslomdas por infecciones bacterianas

Ocho bovinos de aproximadamente 18 meses de edad, todos Cebl/Criollo, mostraron lesiones indicativas
de septicemia hemorragica a la necropsia, o la historia de la enfermedad al menos se encaminaba a este
- diagnéstico. La seccién de Patologia del LIVET demostrd la presencia de Pasteurella pp. (prueba en
ratones y cultivos subsecuentes) en muestras de 6rgano de animales enviados para su examen.

En dos terneros de 9 y 10 meses de edad con Ieslones tipicas de carb6on sintomético (Infecclén por

Clostridium chauvoel), al examinar las laminillas hechas a partir de los misculos afectados se observaron
3 Gnicamente bacterias gram-posltlvas formando esporas.
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TABLA 2.12 RESUMENDE CAUSAS DE MORTALIDAD EN BOVINOS DE LAS FINCAS EXAMINADAS

Causas de muerte Numero Edad % genes
(n=58) meses exoéticos
Parasitarias
Anaplasmosis 2 2;3 50,75
Babeslosis 1 19 dias 75
Tripanosomiasis 1 7 0
Miasis (regi6n laringeal) 1 84 0
Bacterianas
Pasteurelosis 9 18-31 0
Infeccién anaerébica después de castracion 6 20-30 0
Carbon sintomético 2 9-10 0:50
Bronconeumonia 3 2-14 50,75
Nefritis 2 4;18 0
Onfalltis metastéatica 1 1 50
Perinatal
Distocia materna 6 18-84 0
Distocla fetal 3 0 0-75
Debilidad general 6 0.20.5 0-50
Otras
Trauma, sacrificio 7 8-72 0-75
Hemorragia 3 0-20 0-75
Intoxicacién por acaricidas 1 2 50
Ahogados 1 24 50
Falla cardlaca 1 2 75
Obstipacion, Pelobezoar 1 2 50
Debilidad (vejez) 1 144 0

2.4.2.2 Muertes perinatales
Tres vacas murieron por faita de asistencia en el parto o por fallas en la misma, mientras que 10 temeros

murieron al nacer 6 durante los primeros dias de vida sin haber tenido la posibilidad de un diagnéstico
etiologico.
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2.4.2.3 Muertes en conexiéon con la castracién y por otros traumas

Dos toros jévenes murieron después de haber sido castrados, debido a una intensa hemorragia en la
cavidad abdominal y en seis casos més la castracién estuvo seguida de un edema maligno. Un total de
10 animales se sacrificé 6 murié a causa de accidentes u otros traumas.

2.4.2.4 Muertes ocasionadas por hemoparésitos

Cuatro terneros murieron después de haber sufrido Infecciones con hemoparésitos (Tabla 2.13).

TABLA 2.13 MUERTES CAUSADAS POR HEMOPARASITOS

Agente Ndmero Edad (dfas) ’ % genes exoéticos
A. marginale 2 60; 90 50
B. bovis 1 19 75
T. vivax 1 - 210 0

3. DISCUSION

El presente estudio form¢ parte de un programa de investigacién general realizado en Cérdoba, encaminado
a obtener un cuadro real de los antecedentes de la situacién de produccién y salud animal en este
departamento, que representa una parte importante del potenciai global de produccién animal de Colombla.
Su objetivo especffico fue lograr, de una fuente directa, Informacién sobre la situacién real de la salud en
las fincas, en particular respecto a la verdadera dimensién y las causas de mortalidad, haclendo énfasis
especial en las enfermedades hemoparasitarias. De ahl, la presencia permanente del autor en una finca
localizada estratégicamente, de donde también podia observar de cerca tres predios més situados en la
vecindad.

Los métodos utilizados preferenciaimente para la demostracién cuali-cuantitativa de los hemoparésitos
fueron los frotis delgados y las preparaciones de gota gruesa. Los resultados obtenidos con estos métodos
durante la investigacion longitudinal realizada en cuatro fincas, fueron suficlentes para evaluar su situacién
- epidemiolégica en cuanto a B. bigemina y A. marginale se reflere. El grado de exactitud de la
demostracion del primer organismo se ampllé empleando las preparaciones de gota gruesa coloreadas con
Naranja-Acridina (Ganse-Dumrath, 1986).

Sin embargo, para B. bovis se empleé la serologla, debido a su tendencia a la cito-adherencia y a su

relativa escasa presencia en sangre periférica, circunstancias que no permiten hacer una determinacion
fiable de las tasas de Infeccién con base en el examen microscépico. Similar a lo realizado por Tropberger
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(1987) y Zips (1989), se usé la prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes (IFAT) en su forma modificada
(Mueller, 1984). No obstants, mientras Zips reconocié thulos de 1:20 como positivos, en el presente caso
se fij6 el ifimite en 1:40. Los sueros examinados provinleron de grupos de terneros de las cuatro fincas
de referencia; los animales se sangraron a intervalos de un mes. Algunos de ellos eran muy jévenes aun;
tres por ejemplo, cuando tenian un mes de edad presentaron tftulos de 1:40 que descendleron a 1:10 6
1:20 durante los dos meses sigulentes, periodo en el cual volvieron a elevarse a 1:80 0 més. Los tftulos
iniclales obviamente se debleron a anticuerpos maternales.

Durante el curso de la investigacién muy pronto se hizo evidente, que una alta proporcion de la mortalidad
en los bovinos, ocurrida en las fincas bajo investigacién, era ocasionada por fallas en el manejo de los
animales, debidas principaimente a los bajos estandares de educaclién, a la falta de idoneidad del personal
de lafincay, a un factor usuaimente muy subestimado, una carencla total de motivacion de los trabajadores
responsables de esta labor. Las intervenclones rutinarias como castraclones, asistencia en los partos,
tratamiento de las heridas, etc. estaban a cargo del personal, a menudo utllizando métodos arcaicos (la
castracién con un cuchillo corriente) y sin observar los principios basicos de higlene. En algunas fincas,
por ejemplo, los toros eran castrados a la edad de 2 a 3 afios, sin anestesia ni tratamiento quirirgico de
las heridas, como la ligadura de los vasos sangufneos, aplicindose s6lo en ocasiones el tratamiento
antiséptico. En consecuencia, no fue sorprendente el que se registraran muertes debidas a hemorragia en
la cavidad abdominal y algunas por edema maligno, ocurrido después de la castracién. En estos casos,
las pérdidas econdmicas fueron relativamente altas puesto que los animales ya de por sf representaban un
valor considerable.

El grupo de edad entre los 18 y los 36 meses se encontraba ademés expuesto a un peligro agudo de
enfermedades bacterlanas contaglosas, tales como pasteurelosis y carbon sintomético. En la mayorfa de
las fincas vacunan regularmente contra estas condiciones, aunque muchas de ellas no se adhieren a la
recomendacion de revacunacion. Podria exigirse la tipificacién de la Pasteurella que se presenta en algunos
predios. '

En los bovinos del 4rea bajo investigacion se encontraron tasas de mortalidad relativamente altas. Si las
tasas observadas en aquellas fincas s6lo durante sels meses, se multiplican por dos y éste resultado se
adiciona a las de los predios con 12 meses de observacion, se obtienen las siguientes tasas promedias de
mortalidad para tres grupos de edad diferentes:

- temeros, hasta 10 meses: 7.3%
- animales jovenes, hasta 2 afios: 4.3%
- animales mayores de 2 afios: 3.1%

Se presentd un total de cuatro casos de muertes por infeccién con hemoparésitos; todos ocurrieron en
temeros lactantes. Dentro de este grupo fue posible llegar a un diagnéstico 6 al menos descartar los
hemopardsitos como causa posible en 25 casos de mortalidad, por lo tanto, el 16% se debié a ellos. Con
base en la tasa general de mortalidad de temeros del 7.3%, se deduce que el 1.2% de los terneros en el
area de investigacién muri6 por esta raz6n (A. marginale, B. bovis, T. vivax) durante un periodo de 12
meses. No se pudo comprobar la significancia estadistica de éste estimativo dada la escasez de datos.
La cifra rea! probablemente es més alta ya que las causas de la muerte siempre son dificiles de identificar
bajo condiciones de campo.

Por esta razén, posteriormente se realizd6 una Investigacién sobre hemoparasitos a través del estudio
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longttudinal mencionado. Las infecciones con estos organismos se diseminaron ampliamente en Cordoba
puesto que en éste departamento los bovinos estén expuestos durante todo el afio a un gran nimero de
ectopardsitos hematéfagos. Por lo general se subestima la importancia de este fenémeno en sl y su efecto
en la productividad. Los pastos que estén ampliamente sujetos a inundaciones regulares en las épocas de
lluva, constituyen campos ideales para la reproduccién de Culicidae, Tabanidae y Simulidae. Sin embargo,
las medidas que se tomaron en todas las fincas para controlar los ectoparasitos fueron disefiadas y aptas
para actuar sdlo en aquelios que tuvieran el hdbito de permanecer sobre el huésped durante largos
perfodos, en especlal Haematobla y garrapatas. Es muy difici y costoso controlar los insectos que se
quedan en el huésped por perfodos muy cortos. En el drea de operacion de ésta investigacion se
identificaron ocho especies diferentes de ectoparésitos.

Los resultados de la presente investigacion, en lo que se reflere al estado epidemiolégico de las infecciones
con Anaplasma y Babesia concuerdan con los obtenidos por Tropberger (1987) (las fincas Nos. 1y 12 del
estudio de Tropberger son idénticas a la Ganga y al Diluvio). Existe una concordancia total en cuanto a
la evaluacion cualitativa de la situacion; ligeras desviaciones cuantitativas se explican por las diferencias en
el procedimiento diagnéstico (demostracién serolgica o microscépica de la infeccién), tamafio de la
muestra, tiempo y lugar de la coleccién de las mismas.

Los efectos de la infeccién con A. marginale (tasas de parasitemia, hematocrito, condicién fisica, piel y
pelaje) fueron méas pronunclados durante el mes en el cual la infeccion se habfa vuelto patente, mientras
que el pico de la infestacién con garrapatas habila sido en el mes anterior (Tabla 2.7 a 2.10). Esto puede
tomarse como evidencia del papel que desempefian otros artrépodos y el periodo de incubacién
relativamente largo de la anaplasmosis en su transmisién.

En los casos de B. bigemina y B. bovis, las tasas de infestacién por garrapatas aumentaron
significativamente durante el mes de la primera infeccién (Tabla 2.10). E! hecho que Tropberger (1887) no
hublera podido demostrar una correlacion entre las medidas de control de garrapatas aplicadas y el grado
de infestacion de las mismas, aunque hubo una correlacién negativa entre el control de garrapatas y la tasa
de mortalidad, se debe probablemente a que la mayorfa de los ganaderos no efectian el control de una
' manera regular y sistemética, sino basados en la necesidad aparente (niimero de garrapatas ingurgitadas
vigibles en los animales).

En general, se puede asumir una estabilidad endémica de B. bovis en la regién. Sin embargo, existen
excepciones a la regla. Por ejemplo, en las fincas Danublo y San Miguel, las tasas de inoculacién para B.
bovis estaban por debajo del limite asumide por Smith (1964) para indicar establlidad endémica. Ambas
fincas tienen hatos con niveles relativamente altos de genes exdticos y probablemente por esta razén
aplican bafios de inmersién a su ganado regularmente cada dos semanas, en cualquier caso con mas
frecuencia y regularidad que en las otras fincas bajo investigacién. Esto confirma la influencia conocida del
control de garrapatas en la establlidad endémica.

Es relativamente facll y seguro demostrar B. bovis en frotis de cerebro como la causa de muerte,
empleando la técnica descrita por Hadanl et al. (1982). Por lo general, no existe otra posibllidad bajo
condiciones de campo, ya que los animales que se alimentan de carrofia (buitres en Cérdoba) normaimente
se han comido la mayor parte de las canales antes de la llegada del veterinario.” S6lo se observé una
muerte debida a B. bovis durante el perfodo de investigacién. Esta ocurrié en un ternero de 19 dfas con
un alto nivel de genes exéticos, proveniente de una finca con bajos estandares de higiene y una fuerte
fluctuacion en el nimero de bovinos.
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En todas las fincas examinadas se encontré T. vivax; se presentaron varios brotes de la enfermedad
coincidiendo con perfodos de presencia masiva de Tabanus nebulosus.

En varias fincas se encontr6 esporddicamente T. theilerl. Por otra parte, fue posible demostrar la
ocurrencia en el 4rea de un tripanosoma de 120 micrones de longitud, morfolégicamente similar a aquel
llamado T. ingens por algunos investigadores y que, hasta donde tiene conocimiento el autor, no se ha
descrito atin su ocurrencia en Colombla. Esporédicamente se encontraron Microfilaria y Eperythrozoon en
la sangre de terneros.

En el 4rea bajo consideracidn, la probabilidad de infectarse los bovinos con hemoparasitos es tan alta, que
es muy probable que los terneros estén en contacto con los varios agentes para la época en que ellos estan
protegidos por anticuerpos maternales o por otros mecanismos (Levy, et al. 1982). En consecuencia, las
muertes ocasionadas por hemoparasitos fueron escasas y la= nérdidag gcondmicas por lo tanto bajas, en
particular, porque la mayor parte del grupo de terneros lac lucrado no representa mucho valor
para el ganadero de la regi6n. Por esta raz6n, las campafias ae vacunacion parecen no tener sentido y se
podrfan evitar (Mahoney, 1972). La Gnica intervencién hecha hasta ahora en la region es el tratamiento con
acaricidas, lo cual puede alterar significativamente la situacion epidemiolégica respecto a dos de las
especies de hemoparésitos encontradas. Es obvio que las aplicaciones de acaricidas realizadas
frecuentemente, a la vez que pueden no ser suficientes para erradicar las garrapatas, pueden trastornar el
balance epidemiolégico y ocasionar inestabllidad endémica.

4. RESUMEN

En la regi6n de la costa atlantica colombiana durante un estudio de campo se observaron la prevalencia,
los efectos clinicos y la significancia relativa de los hemoparésitos bovinos.

Las tasas promedias anuales de mortalidad en cuatro fincas fueron 7.3% en terneros de 0-10 meses de
edad, 4.3% en animales jovenes de 11-24 meses y 3.1% en bovinos adultos.

Las causas més frecuentes de muerte fueron complicaciones después de la castracién, distoclas y.heridas
originadas por accidentes con subsecuente sacrificio. Cuatro de los 25 casos de mortalidad se debieron
a los hemoparasitos A. marginale (n=2), B. bovis (n= 1) y T. vivax (n= 1) en terneros de hasta 10 meses
de edad.

Ademds, en la sangre de los bovinos se detectaron E. wenyoni, B. bigemina, T. theileri, T. ingens y
Microfilaria spp.

Se examinaron frotis delgados de sangre de 91 temneros provenientes de cuatro fincas de referencia,
mensuaimente hasta una edad de 8 meses. Las tasas de infeccién de A. marginale fluctuaron desde 88.2%
hasta 100% y aquellas de B. bigemina de 64.7% a 91.2%. Asl, ambas infecciones fueron endémicas en los
predios arriba mencionados.

Se analizaron (IFAT) las muestras de suero de 167 temeros de 7 fincas para anticuerpos contra B. bovis.
En tres de estos predios las tasas de inoculacion de este hemoparasito fueron 0.0004 y 0.0039, indicando
inestabilidad endémica. En las otras cuatro fincas, las tasas de infeccién con B. bovis oscilaron entre
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80% y 100% en terneros de 8 meses de edad. EstooomspondealastasasdelnocdacléndeOOOS?a
0.096 que significan establlidad endémica.

Las garrapatas se controlaron a intervalos de 14 dias 6 menos en las fincas con tasas de inoculacion de
<0.005 para B. bovis. La infestacion promedia por garrapatas fue significativamente més baja (p <0.001)
en éstas fincas que en las otras donde se aplicaron tratamientos con acaricidas a intervalos de 21 dias o
- esporadicamente. Las tasas de inoculacién fueron >0.005 en estos predios. La prevalencia de A.
marginale no estuvo influenclada por el control de garrapatas o por ef grado de infestacion de ias mismas.

Los aumentos significativos en las tasas de Infestacion con garrapatas (p < 0.001) coincidieron con las
tasas més altas de infeccion con Babesia spp., mientras que la incidencia de la infeccion por A. marginale
presentd su pico un mes después de haberse observado el de la infestacion con garrapatas.

No se observaron efectos clinicos debidos a infecciones con hemoparasitos, excepto aquellas por A.

marginale que produjeron un descenso significativo en los valores del volumen celular (p < 0.001), en la
condicion fisica (p < 0.03), y de la condicién de la plel/pelaje (p < 0.003).
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ANEXO 1 DETALLES SOBRE LAS MUERTES OBSERVADAS
FINCA DANUBIO
Fecha Edad (m) Raza Historia Hallazgos Diagnéstico
02/06/87 3 Cc Subalimentacién Hematocrito 19%, Anaplasmosis
tratado parasitemia de
1% anaplasma
30/06/87 6 c/Cr *Huequera®, Secrecion fibrinosa
. tratado (membrana)
del ano
04/07/87 30 C Prolapso Distocla;
del atero hemorragia
ternero 45kg
17/07/87 Ternero muerto
después parto
19/07/87 1 PS/Cr Decubito Hematocrito 14%, Onfalitis
' diarrea, onfalitis, metastasis purulenta
tratado neumonia
16/08/87 Ternero muerto
después parto
26/08/87 - 0 PS/Cr Temero nacié Clego, Sub-nutricién
ciego anémico
7/10/87 36 Cc Secrecién Pasteurelosis
amarillenta nariz
30/10/87 7 C Débil Hematocrito 19% Tripanosomiasis
" T. vivax
FINCA DILUVIO
09/10/86 8 PS/Cr  Accidente Fractura Sacrificio
del himero emergencia
21/11/86 84 Cr Necrosis de Miasis
la laringe
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FINCA DILUVIO
.Fecha Edad (m) Raza Historia Hallazgos Diagnéstico
02/01/87 3 H/Cr Debitidad
_ general
12/01/87 2 c ~ Espasmos Colitis severa Intoxicacién
ténico ciénicos  y apendicitis poracaricidas
07/02/87 144 Cr Dectbito, Endocarditis vaivular  Debilidad,
~ estéril por fibrosa;nefritis vejez
3 afios amiloidea
11/02/87 24 PS/Cr Parélisis laringea Sacrificio
12/03/87 2 H/Cr  Anemia, Rumenitis Anaplasmosis
meteorismo hematocrito 14%,
del rumen, parasitemia
diarrea de 20% anaplasmas
25/03/87 72 H/Cr Emaclado,
debilidad
durante
Gitimo dfa
15/04/87 4 Cr Meteorismo
13/05/87 20 Z Somnolencia Areas atelectasicas Pasteurelosis
Uitimas 24 horas en ambos pulmones;
pocas B.bovis en
frotis cerebro
14/05/87 0 Si Leslones en Anemia; coagulo Hemoriragia
ombligo por sangre ombligo ’
bultres
24/06/87 0 Si/Cr Debilidad Marasmo Deshidratacion
' ' nacimiento subnutricién
-intento de
alimentar biber6n
04/07/87 36 Si/Cr Fractura Seno frontal Sacrificio
' cuerno ablerto; parélisis

emergencia
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Continuacién ...

FINCA DILUVIO
Fecha Edad (m) Raza Historla Hallazgos Diagnéstico
23/07/87 36 Cr Robo Se encontraron Sacrificlo
cola y patas
10/08/87 18 Cc Feto Distocia
autolftico endotéxicos
0/08/87 0 Cc Autolftico Distocia
hipoxia
05/09/87 0 Cr Membrana serosa
Yy yeyuno con
decoloracion rojiza
05/09/87 20 Si Asistencla Distocia
al parto
11/09/87 60 H/Cr Asistencla Distocla
al parto Septicemia
22/10/87 3 Si Enfermo 4 Sangre/fibrinosa Trauma
dias. Temperatura coégulo en el latrogénico
41.7°C cuello
06/11/87 3 Si/Cr Subnutricién
FINCA LAS MERCEDES
02/03/87 2 PS Enfermo Obstruccién fibrinosa  Falla
tetraciclina vasos sangulineos cardlaca
atropina y cavidad cardiaca
15/07/87 6 c

3/08/87
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FINCA SAN MIGUEL

Fecha Edad (m) Raza Historia Hallazgos Diagnéstico
26/01/87 1 Cc No aceptado Subnutricién -
por la madre
05/02/87 3 PS/C 41.2 °C; sonidos Bronco-
anormales fuertes neumonia
del puimén
09/03/87 8 Cr Mordedura culebra?
24/03/87 0 C Intento alimentar Subnutricién
con biberén
25/08/87 0 PS/C Nacié débil Debilidad
y flaco perinatal
02/07/87 18 c Accidente a Fractura Sactificio
la castraciéon del fémur emergencia
17/08/87 60 PS/Cr
26/08/87 24 Ha/C Ahogado Accidente
03/09/87 18 Z/Cr Moco de
: nariz/boca
10/09/87 0 No lacta Debilidad
perinatal
12/09/87 4
05/10/87 72 C Fractura Sacrificio
cuemno, emergencia
miasls
06/10/87 2 H/C Accidente
07/10/87 18 C Muerte repentina
31/10/87 84 o] Complicacién Pelvis Distocia
al parto estrecha
31/10/87 0 c Ver arriba Ver arriba Distocla;

asfixia
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Continuacién ...

FINCA SAN MIGUEL

Fecha Edad (m) Raza Historia Hallazgos Diagnéstico

07/11/87 10 H/C Enfermedad 35.7 °C; musculo Carbon
aguda por varias gluteo inflamado Sintomético
horag;tratamiento y crepitacion;
tetraciclina bacterias gram-

positivas; esporas

09/11/87 48 C Prolapso del Prolapso
Utero y del visceral
recto en
conexién con
distocia

11/11/87 144 Ha Tratamiento
constipacion

28/11/87 36 C Prolapso visceral Sacrificio
en conexién con emergencla
distocla

OTRAS FINCAS (visitas ocasionaies atendiendo llamada)

03/02/87 2 PS/C Enfermo 4 Neumonla Bronco-
dias purulenta neumonfa
enfilsema subcuténeo
13/02/97 14 H Débil 41.4 °C, sonidos Bronco-
fuertes anormales neumonia
del pulmén
19/12/86 Edema de la
papada
13/01/87 2 PS/Cr Diarrea; Ligero edema
Sulfonamida pulmonar;
bacterias en capilares
de cerebro
21/01/87 1 PS/Cr Meteorismo Bilis espesa Babeslosis
tos,somno- y turbia;
lencla. Tra- cerebro: muchos

tamiento con B. bovis
sulfonamida
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Continuacién

OTRAS FINCAS (visitas ocasionales atendiendo lamada)

Fecha Edad (m) Raza Historia Hallazgos Diagnéstico
30/01/87 Somnolencla; Cerebro negro
11/02/87 4 C Hematuria 40.9 °C; secrecién Nefritis
‘ sangulnea/purulenta  purulenta
de la vagina ‘
19/02/87 3 C Secreci6n Pasteurelosis
sanguinolenta de
la boca y el ano
24/02/87 18 Cc Disnea Edema de la Pasteurelosis
papada; hemo-
rragia de la
membrana serosa,
Pasteurella en
cultivo
10/04/87 Mordedura culebra
11/06/87 2 H/Cr Flaco, piel
aspera
08/07/87 60 C/Cr Accidente Fractura hiimero Sacrificio
emergencia
09/07/87 20 o] Castracién Coé4gulo sangre Hémorragia
el 8/7 en cavidad abdominal
09/07/87 20 C Castracién Coagulo en la Hemorragia
el 8/7 cavidad abdominal
15/07/87 20 C Castracién Tumefaccién Edema
el 8/7 dura regién Maligno
umbilical
15/07/87 20 C Castracién Tumefaccién Edema
el 8/7 dura regién Maligno
umbilical
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Continuacién ...

OTRAS FINCAS (visitas ocasionales atendiendo llamada)

Fecha Edad (m) Raza Historia Hallazgos Diagnéstico
15/07/87 20 Cc Castraclon Tumefaccion Edema
ol 8/7 dura region Maligno
umbdical
16/07/87 20 Cc Edemas fuertes Pasteurelosis?
nariz y
cuello
22/08/87 24 C Tos; del Pasteureiosis
mismo hato
arriba mencionado
26/08/87 24 Cc Robado Sacrificlo
28/09/87 18 C Castracion Edema abdominal Edema
Maligno
28/09/87 18 Cc Castracion Edema abdominal Edema
Maligno
21/10/87 18 c Murleron 6/60 « Tréquea Pasteursiosis
novillos de enrojecida
engorde petequias en
comprados el yeyuno
04/11/87 2 PS/Cr Subalimentacion
05/11/87 30 Cc Castracion Tumefaccion Edema
dura region Maligno
abdominal baja,
cocos
06/11/87 9 Cr Inyeccién Tumefaccion Carb6n
creolina crepitante Sintomético
musculo hombro brazuelo
07/11/87 2 H/Cr No lacta Pelobezoar en Constipacién

rumen; ictericla
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OTRAS FINCAS (visitas ocasionales atendiendo llamada)

Fecha Edad (m) Raza Historia Hallazgos Diagnéstico
13/11/87 30 Cc Ver 21/10, Pasteurelosis
otro caso

mismo hato
13/11/87 48 PS Accidente Sacrificio
emergencia
03/12/87 3 H/Z Hematocrito 10%, Ictérico,hematocrito Anaplasmosis
terramicina, 8%, parasitemia
ganaseg A. marginale 5%
04/12/87 ' 18 C Incapacidad Edemas, pielo- Uremia
levantarse nefritis fibrosa
4 dias cronica
Abreviaturas:
Cr : Criollo
Ha : Hartén del Valle
H : Holstein
PS : Pardo Sulzo
Si : Simmental

C

Ceb(

115



V. INVESTIGACIONES SOBRE LA EPIDEMIOLOGIA DE LAS
HEMOPARASITOSIS EN FINCAS PRODUCTORAS DE LECHE EN LOS
DEPARTAMENTOS DEL VALLE Y DEL QUINDIO (COLOMBIA)

Por

Dr. Rita Zintz

La Discusién, Conclusiones y Resumen fueron elaborados
conjuntamente con el Dr. Ewald Otte.

Extractado de: Untersuchungen zur Epidemiologie der Haemoparasitosen in
milchproduzierenden Betrichen in Valle und: Quindio (Kolumbien).
Dissertation, Hannover, 1990.
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1 Informacién general

La presente Investigacion se realiz6 en dos fincas, situadas en el Departamento del Valle y dos en el
departamento del Quindio, Colombia, entre agosto de 1988 y julio de 1989. En estas 4reas los grados de
intensidad y los estandares de produccion y manejo son altos comparados, por ejemplo, con los de la
region de la costa Atlantica de Colombia. En estos dos departamentos los niveles de genes exéticos son
relativamente elevados en los hatos bovinos y la leche constituye un elemento importante -si no el tinico-
en las metas de produccién de muchas de las fincas. En general, las cuatro fincas fueron representativas
del sector progresista, no tradicional de la produccién bovina en la Colombia sub-tropical, atin en términos
geogréficos, ya que tres de ellas estaban localizadas en uno de los fértiles y bien desarrollados valles del
rio Cauca y la otra a una altitud moderada con tendencia a la produccién de café, donde el gobierno esta
estimulando la diversificacion hacia la produccién de leche.

Las dos fincas, en el departamento del Valle (designadas en adelante como Nos. 1 y 2), estaban ubicadas
en los municipios de Palmira (No. 1) y la Candelaria (No. 2), mientras las otras dos estaban situadas en
las comunas de Circasia (No. 3) y Tebaida (No. 4), en el norte y sureste del departamento del Quindio
respectivamente. *

En la Tabla 1.1 se resumen los sistemas de manejo animal aplicados en las cuatro fincas, en particular el
levante de terneros, dada su importancia basica para el desarrollo de inmunidad y estabilidad endémica;
las caracteristicas generales de las fincas se detallan en la tabla 1.2.

1.2  Exémenes del hato en las fincas

En cada una de las fincas se conformaron tres grupos de animales de referencia, marcados en la oreja,
es decir un grupo de terneros (hasta aproximadamente 12 meses de edad), uno de novillas de reproduccion
y otro de vacas. En la Tabla 1.1 se explica la forma en que eran manejados los animales.

En las fincas 1y 2, los grupos de terneros establecidos en la primera visita se mantuvieron tan constantes
como fue posible durante todo el afio de la investigacién. En las fincas 3 y 4 se examinaron los terneros
de 2 a 4 meses de edad que estaban disponibles y en las visitas siguientes se adicionaron al grupo todos
los terneros que habfan alcanzado esta edad en el transcurso de ese tiempo (Tabla 1.3).

En las fincas 1, 3 y 4 se mantuvo invariable el nimero de animales y los miembros de los grupos de novillas
y el de las vacas; en la finca 2, la composicién de estos grupos fue un poco inestable y en el de las vacas,
el encargado de finca por razones técnicas, decidié intercamblar durante el curso de la investigacion sus
vacas Holstein por aquellas de raza Harton del Valle. Ademas de ésto, la abrumadora mayorfa de los
bovinos en las fincas 1, 2 y 3 eran Holstein Friesian, mientras que en la 4 por lo menos uno de los
progenitores de la generalidad de los animales era de ésta raza.
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TABLA 1.1

SISTEMAS DE MANEJO ANIMAL EN LAS CUATRO FINCAS*

FINCA No

2 .

3

4

1er.dfa con la madre;
hasta dfa 75 en
compartimientos
individuales; luego en
grupo en establos con
corrales y acceso al
pasto durante varias
horas c/dfa; no
pastaje para novillas
reproductoras; vacas

Hasta el dia 3 con la
madre; hasta dia 100
en compartimientos
individuales hasta dfa
180 en grupo en el
establo con corrales;
hasta el primer parto
en pasto; vacas casi

todo el tiempo en’

establos abiertos.

Hasta el dfa 3 con la
madre; hasta dfa 90 en
compartimientos
individuales; hasta dfa
240 en grupo en
establo, pero acceso al
pasto desde el dia
104; después tiempo
completo en pastaje.

Todo el tiempo desde

. el nacimiento en

pastaje.

casl todo el tiempo en
establos abiertos.

* Sélo las fracciones lecheras del hato

Las fincas se visitaron y los terneros de referencia se sangraron a intervalos de un mes, las vacas vy las
novillas cada tres meses. Se tom6 sangre (con y sin anticoagulante) de la vena yugular y también de la
punta de la cola, cuando se hicieron frotis delgados y preparaciones de gota gruesa. Ademds, se
registraron la temperatura corporal, el peso (medido con cinta métrica), las fechas de aplicaciones de
acaricidas, el tipo, la cantidad y la concentracién de los acaricidas usados y el nimero de animales tratados;
los datos referentes al clima se sacaron de la literatura disponible. También se registré la informacién sobre
las posibles manifestaciones clinicas de las enfermedades hemoparasitarias y su grado de severidad, al
igual que los métodos de diagnéstico; el tratamiento aplicado y el tipo de educacion de la persona
responsable de estas labores fueron suministrados por el personal de la finca. En un nimero considerable
de casos se logré consultar a los-veterinarios que habfan sido llamados por los ganaderos. Donde fue
posible se interrogé a mas de una persona. S6lo en pocas ocasiones se habfa confirmado el diagnéstico
por examen microscoépico.

Todos los animales se examinaron para averiguar la presencia y el nimero de garrapatas, mediante
palpacién de un lado de su cuerpo y conteo de las hembras ingurgitadas (> 4.5 mm de longitud) (Anon,
1984a) y también de aqueilos estadios inmaduros (<4.5 mm) que eran faciles de palpar y estaban visibles.
Las cifras obtenidas para ambas categorias se multiplicaron luego por dos para establecer la carga de
garrapatas por animal. A ‘
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*** HaV = Hart6n del Valle **xx C = Cebl

TABLA 1.2 DATOS DE PRODUCCION EN LAS 4 FINCAS DEL VALLE Y EL QUINDIO
Finca 1 Finca 2 Finca 3 Finca 4
Departamento Valle Valle Quindio Quindio
Altitud, m 920 910 1,780 1,040
- Tamafio, ha 160 228 170 173
Bovinos
No. Total - 1500 2000 150 290
Ganado leche 1300 2000 120 74
Ganado came 200 - 30 216
Razas, leche H* H 90% H H/C**
HaV 10%***
Razas, came Chinx - Cc C
Estructura
Hatos Lecheros:
Vacas 600 1,100 86 30
Novillas reproducciéon 400 300 18 22
Terneros 300 600 16 22
Toros 3 4 1 -
Hatos carne:
Vacas 100 - - 30
Novilas  oduccion - - - 13
Terneros 100 - 30 173
Toros ‘ 1 - - : -
Meta Produccién leche,carne leche principaimente leche leche,carmne
Reproduccién :
No. vacas por IA 500 1,100 43 30
No. vacas monta natural 100 - 43 -
Ventas, vacas/afo 50 100 3 -
Compras,vacas/aiio - - intercambio raro,pocas, raro,
animales entre de la pocas,
diferentes fincas region dela
del propletario region
Produccién
Leche/vaca/lactancia
kg 3,840 3,000 2914 2,700
Periodo promedio
lactancia dfas 320 305 310 300
Tasa nacimientos
vivos (%) 96 82 88 90
No. promedio mortalidad/a
Terneros - 72 1 4
Novillas prefiadas 1 12 3 ?
Vacas 12 22 1 ‘ 1
. Principales problemas Garrapatas y Abortos, infértil, Accidentes
hemoparasitos  hemoparasitos  accidentes en pastoreo
: en pastoreo
* H = Holstein-Friesian **  HC = Holstein x Cebl
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TABLA 1.3 COMPOSICION DE LOS GRUPOS DE ANIMALES INVESTIGADOS

Finca '. Terneros Novillas de reproduccion Vacas

No. n nackdos n nacidas n nacidos

1 30-31 3/88-6/88 12 5/87-12/87 1213 2/85-3/86
2 1833 5/88-6/88 11-12 6/87-4/88 12-15 5/78-3/85
3 . 926 4/88-5/89 1112 3/86-12/96 12 1/81-12/86
4 | 8-23 4/88-5/89 810 9/85-8/87 5-12 9)844/86

1.3 Exémenes de laboratorio

Las muestras de sangre sin citrato se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su coagulacion; después
se transfirieron a una caja con hielo (para transportarias al laboratorio) y a un refrigerador para conservaras
durante la noche. Al siguiente dfa, se desprendi6 el coagulo de la pared del tubo y se centrifugé la muestra
a2.700 g y a 4 °C por 15 minutos. El suero se conservé luego a -20 °C.

Las muestras con anticoagulante se utilizaron para determinar el hematocrito.

Los frotis delgados de sangre periférica coloreados con Giemsa se examinaron en aumentos de 450X o
1.000X, utilizando un objetivo Acromat 4X 6 100X 'y aceite de inmersién. El nimero de eritrocitos
parasitados se determiné en 150.000 eritrocitos. La muestra se consideraba positiva a A. marginale cuando
las laminillas alcanzaban parasitemias de 10* giébulos infectados.

Las preparaciones de gota gruesa se hicieron utilizando una asa al tomar la muestra de sangre de la punta
de la cola para garantizar el que se pudieran examinar cantidades comparables (Mahoney y Saal, 1961).
Las gotas se dejaron secar en una posicion estrictamente horizontal, se deshemoglobinizaron y se fijaron
en metanol durante por lo menos tres minutos. Después de la fijacion, se colorearon durante 35 segundos
en solucién Naranja-Acridina al 0.01% y luego se lavaron en solucién buffer Mclivanes durante 5 minutos.
Cuando se conservaron las preparaciones por un periodo de 6 a 8 semanas posterior a la fijacion y se
colorearon Ginicamente después, los eritrocitos tomaron la forma de discos oscuros contra un campo verde
oscuro (modificacién segin Winter, 1967).

Las preparaciones de gota gruesa se examinaron al microscoplio de fluorescencia, a un.aumento de 400X
6 1.000X y acelte de inmersién, durante por lo menos 10 minutos cuando no se podfan hallar los eritrocitos
parasitados.

1.4  Serologia

- Se utiliz6 la prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes (IFAT) para demostrar la presencia de anticuerpos
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contra B. bovis, para A. marginale se emple6 la prueba de aglutinacion en tarjeta (CAT). B. bigemina se
diagnosticé s6lo por evaluacién microscépica.

Como antigeno para B. bovis se emple6 una cepa obtenida en Chint, Cérdoba (Colombia), aislada en el
Instituto de Parasitologla de la Facultad de Medicina Veterinaria de Hannover y mantenida en cultivo de
tejidos. Para preparar el antigeno se utiliz6 el sedimento de los pasajes 100 y 101 que contentan 5-6% de
eritrocitos parasitados.

Los sueros de referencia negativos para B. bovis y A. marginale se obtuvieron de tres toros j6venes
nacidos y levantados en el norte de Alemania, comprados por el Instituto y los cuales no habfan sido
utiizados hasta la fecha para inoculacién con hemoparasitos.

Los sueros de referencia positivos para B. bovis estaban disponibles en el Instituto a rafz de investigaciones
previas (Mueller, 1984); ademds se proporcioné el suero de una novilla recientemente inoculada con un
estabilizado-esporozooito de B. bovis, tomado los dias 14 y 36 post-infeccion.

Los sueros de referencia positivos a A. marginale se obtuvieron de dos novillos de la finca No. 1, tomados
30 dlas después de haberse observado parasitemias intensas.

" 1.4.1 Ejecucién de las pruebas serolégicas

1.4.1.1 IFAT

Se examiné un total de 1.275 sueros para B. bovis por el método modificado segun lo sugerido por Zuerner
(1983) y Mueller (1984), incluyendo su modo de interpretar los resultados. El tftulo IFAT de un suero se
tomé como la dilucion més alta que se valoré en 3/3, 3/2 6 2/2 en pruebas paralelas. Se consideraron
negativas o sospechosas otras combinaciones.

TABLA 1.4 RESULTADOS DE LA PRUEBA DE CONTROL IFAT

RESULTADOS
n negativos sospechosos 1/10 1/20
Terneros 14 14 0 » 0 Y
Novillas 12 12 0 | 0 0
Vacas 34 30 ' 0 2 2
Total 60 56 0 2 2

-

Se examinaron 60 muestras de sueros bovinos que habfan nacido y siempre habfan permanecido en una
finca a 2.650-3.500 m.s.n.m., (libre de garrapatas, segin Evans, 1978), con el fin de probar la confiabilidad
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del método (Tabla 1.4). Las reacciones de todos los animales a excepcion de 4 fueron negativas. Dos de
éstos reaccionaron a 1/10 y dos a 1/20. Por esta razén, las de los bovinos de las cuatro fincas bajo
investigacién se consideraron negativas hasta una dilucién de 1/20.

1.4.1.2 CAT (prueba de aglutinacién en tarjeta)

Se utilizé la prueba de aglutinacién en tarjeta (CAT) (Brewers Diagnostic Kits, Hynson, Westcott y Dunning,
Baltimore, Maryland), para la demostracién de anticuerpos contra A. marginale. Se examiné un total de
1.275 sueros bovinos. La prueba, ademds del suero a ser examinado para anticuerpos (0.03 ml) y de la
suspensién de A. marginale (coloreado verde, libre de hemoglobina, 0.015 ml), requiere 0.03 mi de suero
bovino negativo (Rose et al., 1974). Los tres componentes se mezclan durante 4 minutos y el resultado
tiene que leerse inmediatamente. )

1.4.1.3 ELISA

Doherr también examiné un total de 309 sueros, utilizando la prueba de ELISA para anticuerpos de B. bovis
frente a un antigeno colombiano y a uno australlano; los resultados se compararon con los obtenidos en
la prueba IFAT (Doherr, 1990).

2. RESULTADOS DE LAS INVESTIGACIONES DE CAMPO

2.1 Hato 1 .

2.1.1 Hallazgos microscépicos y resultados de pruébas serolégicas para B. bovis, A. marginale y
B. bigemina

2.1.1.1 Prevalencia
Terneros (Figura 1)

Al examen microscépico se encontr6 B. bovis en un ternero en marzo (n=30) y en otro en mayo (n=30)
con niveles de parasitemia muy bajos; no obstante, sélo uno de los terneros reaccioné positivamente a la
prueba IFAT al iniciar su tercer mes de edad.

Para A. marginale, la tasa méxima de parasitemia entre septiembre, 1988 y abril, 1989 fue 4/31y aumentd
significativamente en mayo y junio. Hubo una concordancia aceptable con los resultados serolégicos
correspondientes. Cuatro de los temeros (n = 30) reaccionaron positivamente a la prueba de aglutinacién
en tarjeta a los 11 meses de edad, pero la tasa de infeccién se increment6 a 15/30 en el transcurso de los
dos meses siguientes. : \

Novillas reproductoras (Figura 1)
Las 12 novillas entre 12 y 20 meses de edad permanecieron negativas a B. bovis en lo que respecta a
parasitemia y a la prueba IFAT. Todas resultaron positivas a A. marginale al examen microscépico, en dos

fechas diferentes de muestreo y a la prueba serolégica un maximo de dos en tres ocasiones distintas.
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FIGURA 1 HATO 1. RESULTADOS DE PARASITEMIAS E IFAT
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Vacas (Figura 2)

Para B. bovis, la tasa mas alta de parasitemia se registré en 4/12, la tasa mas elevada de seropositivos
fue de 9/13.

A. marginale se demostr6 microscopicamente en enero y abril de 1989 en dos y una vaca respectivamente,
de un total de 13 animales; su seroprevalencia se elevo de 1/12 en octubre, 1988 a 9/12 en julio, 1989.

B. bigemina. Terneros, novillas y vacas (Figura 2)

Las tasas mas altas de parasitemia de B. bigemina se observaron en terneros (3/30 en mayo, 1989) y las
mas bajas en el grupo de novillas reproductoras (2/12, una en cada uno de los muestreos efectuados en
diciembre, 1988 y en mayo, 1989), ocupando las vacas una posicién intermedia.

FIGURA 2 HATO 1. RESULTADOS DE PARASITEMIAS E IFAT
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2.1.1.2 Incidencia
Se logré demostrar seroconversiones de B. bovis en tres vacas de 40-46 meses de edad.

Para A. marginale se observaron seroconversiones en 22 animales de 5 a 52 meses de edad. En mayo,
se presentaron 11/22 seroconversiones para B. bovis y A. marginale en tereros entre 11 y 13 meses de
edad.

2.1.2 Manifestaciones clinicas de las hemoparasitosis

En ésta finca, la morbilidad debida a hemoparésitos fue de 15.4% en el transcurso de 10 meses; la
mortalidad fue insignificante (0.08%).

Las manifestaciones cllnicas fueron mas frecuentes en el grupo de novillas (146 casos, 36.5%), seguido
por el de las vacas (46 casos, 7.7%). Los terneros fueron los que menos sufrieron (7 casos, 2.3%). El
Unico caso con resultado fatal se present6 en el grupo de las novillas. En este grupo las manifestaciones
clinicas se acumularon en los meses de marzo, mayo y junio (Tabla 2.1).

En siete casos, cuando se sospechaba que la hemoparasitosis habla resuitado en enfermedad clinica
~ aguda, se pudo identificar B. bovis como el agente causal, en cinco casos fue B.bigemina 6 A. marginale.
Las parasitemias de B. bovis fueron bajas (0.001% a 0.004%; s6lo en un caso se observé una parasitemia
de 0.03%). Los animales que estaban afectados por A. marginale tuvieron parasitemias de 0.2 a 5.1%.

TABLA 2.1 MANIFESTACIONES CLINICAS DE HEMOPARASITOSIS EN EL HATO 1

Terneros (n=300) Novillas reproduccion (n=400) Vacas (n=600)
1088/89 Morbilidad Mortalidad Morbilidad Mortalidad Morbilidad Mortalidad
n/ % n/ % n/ % n/ % n/% n/ %
Agosto 3/1.0 0/0.0 3/0.8 0/0.0 5/0.8 0/0.0
Septiembre  3/1.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 14/2.3 0/0.0
- Octubre 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 9/1.5 0/0.0
Noviembre  0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 7/1.2 0/0.0
Diciembre 0/0.0 0/0.0 4/1.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
Enero 0/0.0 0/0.0 4/1.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
Febrero 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
Marzo 0/0.0 0/0.0 35/8.8 0/0.0 0/0.0 0/0.0
Abril 1/0.3 0/0.0 0/0.0 0/0.0 5/0.8 0/0.0
Mayo 0/0.0 0/0.0 40/100  1/0.2 2/0.3 0/0.0
" Junio 0/0.0 0/0.0 60/150  0/0.0 5/0.8 0/0.0
Total 7/2.3 0/0.0 146/365 1/0.3 46/7.7 0/0.0

Total general: n=1300; Morbilidad 200/15.3%; Mortalidad 1/0.08%
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Se identific6 T. vivax en laminillas coloreadas con Giemsa, de muestras de cinco animales de esta finca.
2.1.3 Datos sobre el clima, infestaciéon por garrapatas y tratamientos con acaricidas

La humedad relativa promedia durante el perfodo de investigacion en el 4rea donde estaba localizada la
finca fue de 75% (69 a 80%) y la temperatura diaria promedia de 23 °C. (22.1 a 24.2). Esto explica la tasa
de evaporacion casi constante. La precipitacién anual (800 a 1.000 mm, segun Castario, et al., 1986) por
lo general esta uniformemente distribuida; no hay perfodos secos distintos.

La tasa promedia de infestacién con garrapatas entre septiembre de 1988 y febrero de 1989 estuvo cercana
a0 considerandose todos los estadios de desarrollo de éstas. No obstante, el hato se tratd con acaricidas
cuatro veces en el transcurso de éste periodo. Se present6 una elevacién moderada en la Infestacién con
garrapatas en marzo/abril, pero los recuentos promedios de hembras ingurgitadas nunca lieg6 a 1.0. Las
novilas permanecieron libres de garrapatas durante todo el tiempo.

El hato (todos los animales) se trat6 (aspersion mecénica) entre septiembre, 1988 y junio, 1989 en ocho
ocasiones, utilizando una preparacion piretroide (Flumetrina*) a intervalos de 41 a 58 dfas, a excepcion
de mayo/junio/89, cuando se redujo el intervalo a 9 dias por lo que se considerd una infestacién con
garrapatas excepcionalmente severa. El proceso de aspersién por animal tom6 alrededor de 5 segundos
y un promedio de 3 It de solucién acaricida (1.9 a 5.4 Iit.).

2.1.4 Costos de los tratamientos con acaricidas

El concentrado de flumetrina utilizado para cada tratamiento del hato costaba entre US$81 y US$231**.
Considerando los gastos por mano de obra y los costos por depreciacién (10% p.a.), el mantenimiento y
la operacién de la aspersora mecanica, los gastos totales ascienden de 115 a 278 délares por tratamiento
del hato, es decir US$0.09 a 0.22/cabeza/tratamiento. Asi, entre agosto, 1988 y mayo, 1989, el valor de
las ventas de 4.688 kg de leche se invirtié en el control de garrapatas mediante tratamientos acaricidas,
correspondientes a 0.2% de la leche producida por el hato.

2.2 Hato 2

2.2.1 Hallazgos microscépicos y resultados de las pruebas serolégicas para B. bovis, A. marginale
y B. bigemina

2.2.1.1 Prevalencia
Terneros (Figura 3)
En este grupo no se encontré microscépicamente ni B. bovis ni A. marginale hasta enero de 1989. Las

tasas méas altas de parasitemia de B. bovis se presentaron en marzo (13/29) y de A. marginale en junio,
1989 (15/18).

* Bayticol, Bayer
* Tasa de cambio el 31.1.89: $342.4/1 US$
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La tasa maxima de infeccién para B. bovis y A. marginale de 3/29 hasta marzo de 1989, se increment
a 19/19 para A. marginale y a 14/19 para B. bovis hasta junio, 1989.

Novillas reproductoras (Figura 3)
La tasa maxima de parasitemia para B. bovis fue 5/11, para A. marginale 7/12.
La tasa de seropositivos se elev6 a 11/12 para B. bovis y a 11/11 para A. marginale.
Vacas (Figura 4)
Se encontr6 parasitemia de B. bovis en sdlo una de 15 vacas. La tasa méxima de seropositivos fue 3/15.
Para A.marginale, la tasa més alta de parasitemia fue 2/13, la tasa de seropositivos 8/12.
B. bigemina. Terneros, novillas y vacas (Figura 4)

La tasa m4s alta de parasitemia de B. bigemina se encontré en el grupo de tereros (6/26) en abril de
1989, comparada con 2/12 en el grupo de novillas reproductoras y con 2/13 en el de vacas.

2.2.1.2 Incidencia

Se demostraron seroconversiones para B. bovis en un total de 22 animales, todos ellos menores de 18
meses de edad, 14 de éstas en abril, 1989. Las seroconversiones se concentraron en el subgrupo por edad
de terneros de 10 y 11 meses (16/22).

Las seroconversiones para A. marginale se presentaron entre abril y julio, 1989, en 35 animales cuyas
edades oscilaron entre 10 y 74 meses. Una alta proporci6n de éstas ocurrié en animales de 10 a 14 meses
(23/35), las restantes 7/35 en vacas maduras (51 a 74 meses de edad).

2.2.2 Manifestaciones clinicas de las hemoparasitosis

La morbilidad y mortalidad general debidas a enfermedad hemoparasitaria fueron més altas en ésta finca
que en la No. 1 (20.4% morbilidad y 1.7% mortalidad), siendo la morbilidad casi igualmente aita en los
terneros de mayor edad y en las novillas (28.8% y 27.8% respectivamente). De éstos casos de enfermedad,
27 (4.5%) fueron fatales en los terneros, 3 (1.0%) en las novillas y 3 (0.3%) en las vacas (Tabla 2.2).

Se identificé T. vivax en laminillas coloreadas con Giemsa de cinco animales de esta finca.

2.2.3 Datos sobre el clima, infestacién con garrapatas y tratamientos con acaricidas

Los datos climéticos para esta finca son muy similares a los de la No. 1.

Las tasas de infestacion con garrapatas fueron mucho més altas que en la finca 1, pero el recuento de

hembras ingurgitadas fue atn bajo (inferior a 10), con una excepclén en las novillas de reproduccion en
noviembre de 1988, fecha en la cual se increment6 a un promedio de 52.8.
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FIGURA 3 HATO 2. RESULTADOS DE PARASITEMIAS E IFAT
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FIGURA 4 HATO 2. RESULTADOS DE PARASITEMIAS E IFAT
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TABLA 2.2 MANIFESTACIONES CLINICAS DE HEMOPARASITOSIS EN EL HATO 2

Terneros (n=600) Novillas reproduccién (n=300) Vacas (n=1100)
1988/89 Morbilidad Mortalidad Morbilidad Mortalidad Morbitidad Mortalidad

n/ % n/ % n/ % n/ % n/ % n/%
Septiembre  6/1.0 2/0.3 4/1.3 0/0.0 15/1.4 0/0.0
Octubre 3/0.5 0/0.0 3/1.0 0/0.0 6/0.5 0/0.0
Noviembre  0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 6/0.5 0/0.0
Enero 8/1.3 1/0.2 5/1.7 0/0.0 7/0.6 1/0.1
Febrero 24/4.0 3/0.5 5/1.7 0/0.0 6/0.5 1/0.1
Marzo 0/0.0 0/0.0 15/5.0 2/0.7 15/1.4 0/0.0
Abril 6/1.0 6/1.0 6/2.0 0/0.0 6/0.5 0/0.0
Mayo 60/100  6/1.0 5/1.7 1/0.3 15/1.4 1/0.1
Junio 6/1.0 3/05 20/6.7 0/0.0 40/3.6 0/0.0
Julio 60/100  6/1.0 20/6.7 0/0.0 10/0.9 0/0.0
Total 173/288 27/45 83/278  3/1.0 126/11.5 3/0.3
Total general: n = 2000 Morbilidad 408/20.4%

Mortalidad 33/1.7%

Se aplicaron 9 tratamientos con acaricidas al hato (todos los animales) entre septiembre, 1988 y julio,
1989, usando una Formamidina (Amitraz*) solo o en combinacién con un piretroide (Cipermetrina**) o un
organofosforado (Metriphonato***). El proceso de aspersion por animal tom6 3 segundos en promedio
y 3 It de soluci6n acaricida (2.2 a 3.7 It). Los intervalos entre tratamientos fueron 21 a 57 dfas. Las tasas
altas de infestacion, observadas en noviembre, descendieron a 0 después de dos tratamientos en el
transcurso de 2.5 meses. Para obtener el mismo resultado con la severa infestacién ocurrida en marzo, se
requirieron cinco tratamientos en el lapso de 4 meses.

2.2.4 Costos de los tratamientos con acaricidas

El costo del acaricida utilizado para el tratamiento del hato fluctu6 entre US$113 y US$354; considerando
la mano de obra y la depreciacién anual por construccién y mantenimiento de la aspersora mecanica, el
costo por tratamiento del hato ascendi6 a US$211-489, es decir, de US$0.14 a US$0.31 por animal/
tratamiento. Asf, entre septiembre, 1988 y junio de 1989, se invirti6 el valor de 7.348 kg de leche en el
control de garrapatas, lo cual corresponde a 0.02% de la produccion dei hato.

* Triatox (Coopers)
b Barricade (Shell)
*kk Neguvén (Bayer)
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23 Hato 3

2.3.1 Hallazgos microscé6picos y resuitados serolégicos para B. bovis, A. marginale y B. bigemina
2.3.1.1 Prevalencia

Terneros (Figura 5)
La tasa maxima de parasitemia para B. bovis fue 2/9, registrada en octubre. La tasa mas alta de
seropositivos fue de 5/9 en los terneros, en septiembre cuando los animales tenfan de 3 a 4 meses de edad.
Luego en noviembre/diciembre declin6 a 0, pero a partir de enero aumenté otra vez a 4/9.

Se demostré microscOpicamente A. marginale en sélo 1 de los grupos con 9 a 20 terneros. El animal en
cuestion resuité sero-positivo a éste parasito desde noviembre.

Novillas reproductoras (Figura 5)
En éste grupo, la tasa mas alta de parasitemia para B. bovis fue 3/11 y la tasa de seropositivos 1/11.
La tasa maxima de parasitemia para A. marginale fue 3/12, la tasa de seropositivos no fué superiora 7/11.
Vacas (Figura 6)
Las tasas maximas de parasitemia y seropositivos para B. bovis fueron 1/12 y 2/12 respectivamente.

Para A. marginale, la tasa de parasitemia fue 1/12 mientras que la de seropositivos aument6 de 7/12 a
9/12 entre octubre y julio.

B. bigemina. Terneros, novillas y vacas (Figura 6)
Las mds altas tasas de parasitemia para B. bigemina se observaron en los terneros, las méas bajas en las
vacas; parasitemias fueron particularmente bajas en los terneros en noviembre (6/9) y marzo (6/14). S6lo
dos de 12 en el grupo de novillas de reproduccién y 1/12 vacas tuvieron parasitemias de este organismo.

2.3.1.2 Incidencia

Para B. bovis, se observé un total de 8 seroconversiones en animales entre 7 y 87 meses de edad, 5 de

ellas en el grupo de terneros de 7 a 12 meses.

Se observaron seroconversiones para A. marginale en 7 animales entre 4 y 72 meses de edad, s6lo uno
de ellos pertenecfa al grupo de terneros (< 12 meses de edad).
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FIGURA § HATO 3. RESULTADOS DE PARASITEMIAS E IFAT
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FIGURA 6 HATO 3. RESULTADOS DE PARASITEMIAS E IFAT
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2.3.2 Manifestaciones clinicas de las hemoparasitosis

En el hato 3, 1/16 terneros y 4/18 novillas en reproduccién contrajeron enfermedad hemoparasitaria en
agosto y septiembre, 14/86 vacas entre febrero y junio. 1/16 terneros y 1/18 novillas en reproduccion
murieron (Tabla 2.3).

2.3.3 Datos sobre el clima, infestaciones con garrapatas y tratamientos con acaricidas

La humedad promedia relativa en esta finca fue 72% (68% a 88%) entre septiembre, 1988 y julio, 1989; la
temperatura promedia diaria fué 14.9 °C (13.4 a 17.0). La precipitacion anual en el 4rea es de 2.000 a 4.000
mm (Cabrera y Giraldo, 1985).

Las tasas de infestacién con garrapatas en esta finca también fueron bajas en general, mas bajas que en
la finca 2 pero no tanto como en la finca 1. Los conteos de hembras ingurgitadas nuevamente eran muy
inferiores a 10, con excepcién de un recuento en los terneros efectuado en septiembre, 1988, el cual era
tan alto como 47.1.

TABLA 2.3 MANIFESTACIONES CLINICAS DE LAS HEMOPARASITOSIS

Terneros n = 16 Novillas reproduccién n = 18 Vacas n = 86

1088/89 Morbilidad Mortalidad Morbilidad Mortalidad Morbilidad Mortalidad

n/ % n/ % n/ % n/ % n/ % n/ %
Agosto 1/6.3 1/6.3 3/16.7 0/0.0 0/0.0 0/0.0
Septiembre  0/0.0 0/0.0 1/5.6 1/5.6 0/0.0 0/0.0
Octubre 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
Noviembre 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
Diciembre 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
Enero 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
Febrero 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 4/47 0/0.0
Marzo 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 5/5.8 0/0.0
Abril 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 2/2.3 0/0.0
Mayo 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 2/2.3 0/0.0
Junio 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 1/1.2 0/0.0
Julio 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
Total 1/6.3 1/6.3 4/22.2 1/5.6 14/16.3  0/0.0
Total general: =120 Morbilidad 19/15.8%

Mortalidad 2/1.7%
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Entre agosto, 1988 y junio, 1989, se aplicaron 11 tratamientos con acaricidas a todo et hato utilizando
bomba de balde. Se us6 Cipermetrina* (piretroide) en todas estas ocasiones. El proceso de aspersién por
animal tomé un promedio de 62 segundos y 2 it de solucién acaricida (1.1 a 2.6 It). El tratamiento se
administr6 a intervalos de 21 a 57 dias.

Se presentaron infestaciones por garrapatas mas severas en agosto y diciembre de 1988, por lo cual se les
aplico a los animales acaricida por aspersion. En ambos casos, la infestacion decrecié casi a 0 después
del tratamiento y permanecié en un nivel bajo después del ultimo, efectuado en diciembre. Se aplicaron
cinco tratamientos mas entre febrero y julio.

2.3.4 Costos de los tratamientos con acaricidas

Los costos del concentrado acaricida fluctuaron entre US$4 y US$10 por tratamiento del hato. Si se
consideran la mano de obra y la depreciacion anual de la bomba de balde, los costos totales ascienden
a US$27-34/tratamiento, es decir, entre US$0.22 y 0.28/animal/tratamiento. De este modo, entre agosto,
1988 y junio, 1989, el valor de las ventas de 921 kg de leche se invirti6 en el control de las garrapatas,
correspondiente a 0.4% de la produccién total de leche del hato.

24 Hato 4

2.4.1 Hallazgos microscopicos y resultados serolégicos para B. bovis, A. marginale y B. bigemina
2.4.1.1 Prevalencia

Terneros (Figura 7)

En este grupo se alcanzaron tasas de parasitemia de B. bovis de 1/23 a 5/10. Las tasas de seropositivos
mas altas se observaron entre noviembre, 1988 y marzo, 1989 (9/22).

Las tasas de parasitemia para A. marginale fueron altas en noviembre, 1988 (8/13) y en marzo, 1989
(9/22). Latasa de seropositivos para A. marginale se increment6 gradualmente desde septiembre, 1988
hasta junio, 1989, llegando finaimente a 15/15 en julio.

Novillas reproductoras (Figura 7)

Se encontr6 B. bovis al examen microscopico en sélo 1/10 de animales. La tasa de seropositivos se
increment6 de 1/5 a 5/8.

Aunque no se observé parasitemia para A. marginale en ninguna de las novillas del grupo, la sero-
prevalencia ascendi6 de 4/10 a 8/8.

* Barricade (Shell) -
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FIGURA 7 HAfO 4. RESULTADOS DE PARASITEMIAS E IFAT
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Vacas (Figura 8)

En marzo, 1989 sélo fue posible demostrar tasas de parasitemia tanto de B. bovis como de A. marginale
en 2/12 animales. La tasa de seropositivos para B. bovis permaneci6 todo el tiempo en 2/12; ésta se
increment6 a 6/12 para A. marginale.

B. bigemina. Terneros, novillas y vacas (Figura 8)
En el grupo de terneros se observaron regularmente parasitemias de B. bigemina entre septiembre , 1988
y julio, 1989. En noviembre (5/13) y en junio (4/22) se presentaron las tasas més altas de parasitemia.
Las parasitemias fueron ocasionales en novillas y en vacas prefiadas de 24 a 54 meses de edad (méaximo
1/10).
2.4.1.2 Incidencia
Se observé un total de 15 seroconversiones para B. bovis y de 26 para A. marginale en animales entre

3 y 59 meses de edad; 11/15 de aquellas para B. bovis y 19/26 de las correspondientes a A. marginale
ocurrieron en terneros menores de 9 meses.
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FIGURA 8 HATO 4. RESULTADOS DE PARASITEMIAS E IFAT
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2.4.2 Manifestaciones clinicas de las hemoparasitosls

En esta finca fueron bajas la morbllidad y mortalidad debidas a las hemoparasitosis. S6lo se afectaron
una vaca y un ternero; éste Uitimo muri6 (Tabla 2.4).

TABLA 24 MANIFESTACIONES CUNICAS DE LAS HEMOPARASITOSIS

Terneros (n=22) Novillas reproducciéon (n=22) Vacas (n=30)

1988/89 Morbilidad Mortalidad Morbllidad Mortalidad Morbilidad Mortalidad

: n/ % n/ % n/ % n/ % n/ % n/ %
Agosto 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
Septiembre  0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
‘Octubre 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
‘Noviembre  0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
Diciembre 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
Enero 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
'Febrero 1/45 1/4.5 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
Marzo 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
Abril 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
'Junio 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0
Julio 0/0.0 0/0.0 0/0.0 0/0.0 1/3.3 0/0.0
Total 1/45 1/45 0/0.0 0/0.0 1/3.3 0/0.0

Total general: n =74  Morbilidad 2/2.7%
Mortalidad 1/1.4%

2.4.3 Datos sobre el clima, infestacién de garrapatas y tratamientos con acaricidas

'La humedad relativa promedia durante el periodo comﬁrendido entre septiembre, 1988 y julio, 1989 fue del
78% (70 a 84%) y la temperatura promedia correspondi6 a 21.4 °C. (20.4 a 23.5). La precipitacién anual
oscilé entre 2000 y 4000 mm en el drea (Cabrera y Giraldo, 1985).

‘Esta finca presentd el nivel mas alto de infestacion por garrapatas, con tres muestreos cuando los conteos
de hembras ingurgitadas estaban entre 25 y 33 y uno mds cuando eran >50 en las vacas y >90 en las
novillas; y con recuentos muy bajos o aun negativos en los intermedios.

Se aplic6 un total de 13 tratamientos con acaricidas al hato (todos los animales) entre agosto, 1988 y julio,
1989, todos mediante bomba de espalda. Los acaricidas y sus combinaciones se cambiaron por otros
\productos después de 3 a 4 aplicaciones. Los acaricidas utilizados fueron piretroides (Cipermetrina*,
‘Deltametrina** y Cyalotrina***) y un organofosforado (Metrifonato****).
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El proceso de aspersion por animal tom6 en promedio 131 segundos y 2 It de solucion acaricida (0.7 a 2.7
It). Los tratamientos del hato se realizaron a intervalos de 14 a 39 dfas.

Se efectuaron siete tratamientos al hato, entre septiembre, 1988 y marzo, 1989 (periodo de tasas de
infestacion relativamente altas), tres se aplicaron cuando las tasas de infestacion eran bastante bajas. Dos
de los tratamientos tuvieron el efecto de reducir las tasas altas de infestacion, otros tres no tuvieron éxito
en su propdsito de evitar una elevacion de las mismas. Se realizaron 6 aplicaciones a intervalos de dos
semanas para disminuir las tasas de infestacién de su pico absoluto que ocurri6é en abril/mayo.

2.4.4 Costos de los tratamientos con acaricidas

Los costos de los concentrados acaricidas utilizados variaron entre US$2 y US$8 por tratamiento de hato.
Si se consideran los gastos por mano de obra y la depreciaciéon anual de la bomba de espalda, los costos
ascienden a US$24-30, es decir, US$0.33 a 0.41 por animal/tratamiento. De este modo, durante el periodo
comprendido entre agosto, 1988 y julio, 1989, el valor de las ventas de 949 kg de leche se invirti6 en el
control de las garrapatas, correspondiendo a 1.2% de la produccion de leche del hato.

25 Incidencia, tasa de inoculacién e infeccién en terneros

Las incidenclas para B. bovis y A. marginale demostradas por examen serologico (IFAT para B. bovis)
y microscépico; y por serologla (parasitemia y CAT) para A. marginale, no fueron superiores a 0.1 en
terneros hasta 8 meses de edad en los hatos 1, 2 y 3, mientras que en el hato 4 las incidencias para B.
bovis y A. marginale alcanzaron 0.6 (9/14) y 0.9 (12/14) respectivamente cuando los terneros tenian solo
seis meses de edad (Tabla 2.5).

La incidencia de B. bigemina demostrada Unicamente por la aparicién de parasitemias, ascendi6 a 0.4
(13/31) y 0.2 (6/30) respectivamente en terneros de hasta 8 meses de edad en las fincas 1 y 2, mientras
que en la No. 3 se logré una incidencia de 1.0 (9/9) ya a la edad de 6 meses. El hato 4 fue el menos
afectado por B. bigemina; la incidencia en terneros de hasta 8 meses de edad no fue superior a 0.6 (8/14)
(Tabla 2.5).

*  Pigar (Ciba-Geigy), Stockade (Pfizer)
**  Butox (Hoechst)

*** Grenade (Coopers)

**** Neguvon (Bayer)
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TABLA 25 INCIDENCIA, TASAS DE INOCULACION Y DE INFECCION

Edad (meses) Hato 1 Hato 2 Hato3 Hato 4

3 0/31 - 5/9 1/8
Babesia 4 - 3/32 2/9 0/10
5 4/31 - 1/9 4/13

bigemina 6 3/31 0/33 1/9 2/14
7 3/31 1/31 0/9 0/14

8 3/31 2/30 0/9 1/14
p* 13/31 6/30 9/9 8/14
h** 0.002 0.001 0.01 0.004

3 1/31 - a.C.xx** 2/8
Babesia 4 0/31 0/32 a.c. rre* 2/10
‘ 5 0/31 2/32 0/9 2/13
bovis 6 0/31 0/33 0/9 3/14
7 0/31 0/31 0/9 0/14
8 0/31 0/30 1/9 0/14
[rex 1/31 2/30 1/9 9/14

h 0.0001 0.0003 0.0005 0.005

3 2/31 - 0/9 5/8

Anaplasma 4 0/31 0/32 0/9 2/10
5 0/31 0/32 1/9 4/13

. marginale 6 2/31 0/33 0/9 0/14
7 0/31 0/32 0/9 1/14

8 0/31 0/30 0/9 0/14
I 4/31 0/30 1/9 C12/14

* Tasa parasitemia ** Tasa inoculacién *** Tasa infeccion

****  a.c. = anticuerpos calostrales .

Las tasas de inoculacion e infeccién se calcularon en terneros de hasta 8 meses de edad, asumiendo que
el riesgo de Infeccién era constante (Tabla 2.5).

- Se encontr6 estabilidad endémica para B. bigemina s6lo en el hato 3 y para B. bovis (inicamente en el
hato 4. En todos los otros predios la situacion epidemiolégica para estos dos patégenos fue inestable.

En el hato 4, casi todos los terneros estaban infectados con A. marginale a la edad de 8 meses. En las

' otras fincas, la gran mayoria de los terneros a ésta edad todavia eran completamente susceptibles a la
infeccion con A. marginale.
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3. DISCUSION

3.1 Metodologia

Ganse-Dumrath (1986), trabajando con B. divergens en Europa encontrd que, en el caso de parasitemias
bajas, las preparaciones de gota gruesa coloreadas con naranja-acridina eran superiores a las coloreadas
con Glemsa. Ademas, comprobé que la demostracién microscdpica de este hemoparasito arrojaba mejores
resultados que la serologla (IFAT).

Durante la presente investigacion se confirm6 que el primer hallazgo era también vélido para B. bovis.
Utllizando el método de gota gruesa coloreada con naranja-acridina, fue posible demostrar parasitemias de
B. bovis hasta tres meses mas temprano que con la coloreada con Giemsa en 10/252 casos y un mes mas
tarde en 8/252. En 25/252 se logré hacer el diagndstico de B. bovis s6lo mediante el método de gota
gruesa coloreada con naranja-acridina.

El segundo hallazgo de Ganse-Dumrath (1986), basado en la experiencia de haber podido demostrar B.
divergens en 21/251 casos de infecciones con éste organismo s6lo por el método de gota gruesa
coloreada con naranja-acridina mas no por IFAT, no se confirm6 para B. bovis. Se presentd un nimero
considerable de casos donde los animales con parasitemias de corta duracidn, demostradas por
preparaciones de gota gruesa coloreadas con naranja-acridina, s6lo se volvieron positivos a la prueba IFAT
uno a dos meses mas tarde y permanecieron asi por un largo periodo.

No existe aln una prueba completamente satisfactoria para la demostracién de anticuerpos de A.
marginale, pero los autores concuerdan con Amerault y Roby (1968) y Gonzalez et al. (1978b) en que la
aglutinacion en tarjeta es aceptable para el diagnostico del hato.

La diferenciacion microscopica de B. bovis y B. bigemina puede ser dificil; el porcentaje de error depende
en gran parte de la experiencia de quien realiza el examen (Donnelly, 1984). En el presente caso, la
confiabilidad de los resultados de diferenciacién microscépica se mejoré con la disponibilidad simultanea
de la serologla para B. bovis (IFAT).

3.2 Situacion de las cuatro fincas
3.2.1 Clima, infestacién con garrapatas y tratamientos acaricidas

Las Figuras 9 y 10 ilustran las caracteristicas climaticas de las cuatro fincas bajo investigacién. No existe
mucha diferencia entre las Nos. 1, 2 y 4, las cuales estan situadas en el Valle del Cauca a 910, 920 y 1.040
m.s.n.m., la No. 4 alrededor de 100 km més al norte que las otras dos. La temperatura diaria promedia
oscila entre 20-25 °C. y la humedad relativa promedia entre 75 y 80%; la precipitacion anual es de 800 a
1000 mm en las fincas 1y 2 y entre 2000 y 4000 mm en la No. 4; su distribucién es uniforme durante todo
el afio en las cuatro fincas. Bajo estas condiciones, Evans (1978) estimé que serfa posible el desarrollo
de cinco generaciones de garrapatas por afio. La No. 3 es un poco diferente dada la altitud a la cual esta
ubicada (1.780 m). Su temperatura diaria promedia es aproximadamente 15 °C y su humedad relativa
promedia cercana al 70%, mientras que la precipitacién anual distribuida en forma uniforme esta entre 2000
y 4000 mm. Si embargo, segln Evans (1978), atin se pueden desarrollar tres generaciones de garrapatas
por afio.
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FIGURA ¢ DATOS SOBRE EL CLIMA, INFESTACIONES CON GARRAPATAS E INTERVALOS
DEL TRATAMIENTO EFECTUADO AL HATO
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FIGURA 10

DATOS SOBRE EL CLIMA, INFESTACIONES CON GARRAPATAS E INTERVALOS

TRATAMIENTO ACARICIDA HATO

Finca 3 (1.780 m.s.n.m.)
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En general, los datos climéticos para la regién bajo estudio, en particular el hecho de no existir épocas
de humedad y sequia distintas, indican la posibllidad de un desafio permanente de garrapatas (y mosca
picadora) durante todo el afio, a pesar de fluctuaciones menores. Las disparidades a este respecto, que
se muestran en las Figuras 9y 10 y en la Tabla 3.1 (entre fincas en diferentes épocas del aio y ain dentro
de las fincas entre grupos por edad de animales que usualmente se mantienen en potreros diferentes), se
puede asumir en consecuencia que son en gran parte obra del hombre, ésto es, que se deben al control
de las garrapatas mediante tratamientos con acaricidas, lo cual se relaja en ciertas épocas del aio y se
intensifica en otras, por 1o general cuando se tiene la impresién de un incremento en el nimero de
garrapatas.

En ia Tabla 3.1 se demuestra el nivel, por lo general mas bien bajo, de las tasas de infestacion con
garrapatas, y sus oscllaciones, producidas aparentemente en forma artificial. En cada una de las cuatro
fincas existe por lo menos un vacio en el desaffo de garrapatas en los terneros (tasas de infestacion 0).
La finca No. 1 empieza con una serie de seis ceros en éste grupo y sin infestacion del todo en las novillas
reproductoras. Ademas, existen secuencias de conteos bajos (<10 garrapatas de todos los estadios en
desarrollo) en los cuatro predios cuando la probabilidad de transmisién de la enfermedad hemoparasitaria
debe ser baja. Por otra parte, esta el ejemplo de la elevacién mas bien repentina y fuerte del nimero de
garrapatas en los terneros de la finca 2, entre marzo y abril de 1989 (de 11.4 a 68.6), que ocasion6 una serie
de tratamientos del hato espaciados estrechamente con el fin de disminuir el nivel de las infestaciones (a
13.4 en julio de 1989).

En cualquier caso, las tasas de infestacion con garrapatas no presentaron un patrén claro y los tratamientos
del hato no parecen seguir esquemas premeditados; aparentemente no siempre son efectivos en cuanto
a reducir o evitar incrementos en el nimero de garrapatas en las praderas.

En general el nimero de tratamientos aplicados al hato vari6 desde 8 hasta 13 durante el perfodo de la

investigacion en las cuatro fincas (Tabla 3.2); al igual que las cantidades de acaricidas utilizadas por animal

y tratamiento (2-3 It) y los intervalos de los bafos por aspersion (desde 41-58 hasta 14-39. Tabla 3.6); lo
“mismo sucedié con la eficiencia inherente al equipo de aspersion, la cual declind desde las aspersoras
- mecanicas utilizadas en dos fincas via la bomba de balde hasta la bomba de espalda, como era de
- esperarse. Los gastos por concepto de operaciones de control de las garrapatas fueron bajos en relacion
con la produccién de leche en las cuatro fincas, naturalmente mas elevados en la finca 4 la cual tenfa las
. tasas de infestacion y el nimero de tratamientos més altos, mientras que los niveles de eficacia de su
equipo de aspersion y de produccién anual de leche fueron los més bajos de los cuatro predios.

Existen numerosas quejas de los ganaderos en el Valle del Cauca respecto a garrapatas que desarrollan
resistencia a clertos acaricidas, problema que justifica una investigacién posterior. Se presume que éste
. fenébmeno puede haber desempefiado cierto papel también en éste estudio.

3.2.2 Efectos de las hemoparasitosis y situacion epidemiolégica en las fincas

A pesar de pertenecer las cuatro fincas bajo investigacién a elementos progresistas de la comunidad
ganadera de Colombia, no presentaron un grupo homogéneo en cuanto a las practicas de manejo y al
grado de sofisticacién. Las fincas 1 y 2 en realidad conformaron un subgrupo del mas alto nivel de
intensidad de la produccién, ambas con 100% (o casi) de genes exoéticos en su hato lechero.



TABLA 3.1 TASAS DE INFESTACION CON GARRAPATAS EN LAS FINCAS: No. PROMEDIO

GARRAPATAS/ANIMAL (TODOS LOS ESTADIOS/HEMBRAS INGURGITADAS)
FINCA No. 1 FINCA No. 2

Mes Terneros Novillas Vacas Terneros  Novillas Vacas

Septiembre 0/0 0/0

Octubre 0/0 0/0 0/0 1.6/1.6 0.3/0.3

Noviembre 0/0 1.2/1.0 73.0/52.8

Diciembre 0/0 0/0

Enero 0/0 0/0 1.2/0 0/0 26.9/2.1

Febrero 0/0 0.1/0 0.1/0.1

Marzo 13.2/0.6 11.4/24 61.7/0

Abril 0.1/0.1 29.4/0.2 68.6/0 0.1/0.1

Mayo 20.0/0.7 0/0 37.7/2.3 0/0

Junio 0.3/0 0/0 195/33 9.3/0

Julio 13.4/1.7 1.2/1.2

FINCA No. 3 FINCA No. 4

Septiembre 47.1/47.1 1.2/1.2 30.5/30.5 54.5/54.5 .

Octubre 0/0 0.2/0.2 48/48 1.8/1.8

Noviembre 2.0/2.0 26.8/26.8

Diciembre 229/5.8 1.0/1.0 0/0 14.8/14.0 v

Enero 0.2/0 0/0 47/4.7 19.6/8.0

Febrero 0.5/0 7.7/4.2

Marzo 0.1/0.1 0.5/0.2 15.3/0.5 16.5/6.3

Abril 0.1/0.1 1.3/0.8 270/55 925/92.5

Mayo 0/0

Junio 0/0 1.6/0.7 45.8/32.3

Julio 0/0 0/0 11.7/1.3 9.2/0

La finca 1 tenfa un total de 1.500 cabezas, 1.300 de las cuales pertenecfan a la fraccién lechera del hato,
en un area de 160 ha; la No. 2 tenfa 2.000 cabezas de ganado de leche, en una extension de 228 has.
Esto significa que la mayorfa de las 4reas disponibles en estos predios, estaban dedicadas a la produccién
de forraje, dejando un espacio relativamente pequefio para pasto, el cual en la finca 1 estaba ocupado en
parte por la fraccién de carne del hato y en la finca 2 por las novillas reproductoras. Las vacas lecheras de
ambos hatos se mantenfan practicamente en forma permanente en establos abiertos con corrales y se les
suministraba forraje y concentrados, permitiéndoles pastar muy poco o nada; y en caso afirmativo lo hacfan
en turnos y en potreros relativamente pequefios cerca a los corrales de la finca. Lo mismo sucedia con
el hato de terneros, a los cuales se les suministraba leche durante los primeros meses de vida con
mamadores instalados en un balde.
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TABLA 3.2 DATOS SOBRE TRATAMIENTOS CON ACARICIDAS, DESDE SEPTIEMBRE, 1988
' HASTA JULIO, 1989

Finca 1 Finca 2 Finca 3 Finca 4
No. tratamientos 8 9 11 13
Tipo de aspersora - Aspersora Aspersora Bomba Bomba de
mecéanica mecénica balde espalda
Cantidad promedio 3 3 2 2
acaricida usado por (1.9-5.4) (2.2-3.7) (1.1-2.6) (0.7-2.7)
animal, It
Tiempo por aspersion/ 5 3 62 131
animal, segundos
Costo de tratamiento/ 0.2 0.2 0.4 1.2

hato, representado
en % produccion de leche

La finca 3 tenfa 150 animales en 170 has., 120 de los cuales eran de leche (Holstein) y 30 de carne (Cebu).
Habfa una cantidad aceptable de pasto para todo el hato, a la fracciéon de leche ademas se le suministraba
forraje y concentrados. A los terneros inicialmente se les daba el alimento en baldes, pero se les permitia
el acceso al pasto desde el dfa 104 de vida.

La finca 4 parecfa ser un hibrido entre el sistema tradicional de pastoreo y la produccién moderna de leche.
Tenla un area de 173 has. y sostenia 290 cabezas, 74 de las cuales eran vacas lecheras, mestizas (Holstein
x Cebl) y 216 animales de carne Cebu puro. Todos los bovinos se mantenfan en el pasto desde el primer
dia, suministrandole a los de leche suplementos de forraje y concentrados. Los terneros permanecian con
sus progenitoras después del ordefio por periodos de tiempo que se reducfan gradualmente con la edad
y se les permitia amamantar los residuos de leche.

3.2.2.1 Finca 1 (Figuras 1y 2)

En ésta finca, los terneros tuvieron acceso a la pradera desde el dia 75 de nacidos, pero las tasas de
infestacion con garrapatas permanecieron muy bajas o ain en cero (Tabla 3.1). El nivel de infestacion,
por lo general bajo, se mantuvo a pesar de haber aplicado al hato el menor nimero de tratamientos (8)
durante el perfodo de la investigacion. Utilizaron aspersién mecénica y trataron el hato a una velocidad de
5 segundos por animal.

Se observaron parasitemias de B. bovis en un ternero en cada uno de dos muestreos diferentes; un ternero
result6 positivo a la prueba IFAT desde el primer muestreo. No se presentaron seroconversiones a B. bovis
entre los terneros (Tabla 3.3). Por otra parte, se encontraron parasitemias de B. bigemina en diversos
porcentajes (bajos) en todos los muestreos efectuados a partir de octubre, 1989, lo cual indica que unas
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pocas garrapatas pasaron inadvertidas en los recuentos. No obstante, si se considera el potencial de
transmision relativamente bajo de B. bovis, comparado con el de B. bigemina, no es sorprendente el
hecho de no haberse observado seroconversiones para B. bovis.

En los terneros se encontraron parasitemias de A. marginale, desde el principio y en porcentajes
ascendentes, en todos a excepcion de dos muestreos realizados. La prevalencia se elevo abruptamente
hacia finales del periodo de la investigacion (mayo/junio, 1989), cuando también 10 de las 22
seroconversiones a A. marginale ocurrieron en terneros de 12 a 13 meses de edad.

En las novillas de reproduccién, las cuales tenfan tan poco acceso al pasto como las vacas de leche, no
se encontraron garrapatas; no se observaron parasitemias de B. bovis y la prevalencia serolégica de éste
hemoparasito fué 0 en éste grupo. Tampoco hubo seroconversiones. Sin embargo, se registraron algunas
parasitemias de B. bigemina (una en el muestreo de diciembre y otra en el de mayo), argumentando
nuevamente la presencia de algunas garrapatas que pasaron inadvertidas, si no fueron tal vez parasitemias
recurrentes.

La prevalencia de A. marginale fue baja en las novillas (1 parasitemia en cada uno de dos muestreos
diferentes y 4 animales positivos serolégicamente en tres muestreos distintos). Se observaron
seroconversiones en dos animales de 17 y 25-36 meses de edad.

En el grupo de vacas, donde se hablan encontrado recuentos de garrapatas muy bajos en enero y en
abril, se observaron parasitemias de B. bovis en todos los muestreos, confirmadas por prevalencia
serologica. Ocurrieron tres seroconversiones (Tabla 3.3), todas en el grupo de las vacas mas jovenes (37
a 48 meses de edad). En dos ocasiones en que se efectuaron muestreos se advirtieron parasitemias de
B. bigemina.

En ésta finca la incidencia de A. marginale (un total de 22 seroconversiones en 54-56 animales),
demostrada por solo serologfa (Tabla 3.3), se inici6 con seroconversiones en dos terneros a la edad de 5
meses; después alcanzé un primer pico (10 de 22 seroconversiones) en terneros de 12 a 13 meses y otro
pico (7/22) en vacas de 37 a 48 meses de edad.

Las tasas de inoculacién para babesiosis calculadas para la finca 1 fueron de 0.002 para B. bigemina y
0.0001 para B. bovis (la mas baja entre las cuatro fincas). La tasa de seropositivos para A. marginale fue
de 0.13 (Tabla 3.5).

Las cifras de morbilidad y mortalidad, que se asevera se deben a la babesiosis y a la anaplasmosis,
obtenidas en la finca (al igual que aquellas de las otras tres fincas), deben ser tomadas con cierta reserva
puesto que estan basadas en gran parte en un diagnéstico no profesional, aunque efectuado por personal
con vasta experiencia. Ademés, debe considerarse que el limite entre terneros y novillas tuvo que fijarse
un poco arbitrariamente a la edad de 13 meses. Puede haber alguna superposicién entre los dos grupos.

En ésta finca la morbilidad total debida a las tres hemoparasitosis en cuestion fue de 15.3% y la mortalidad
de 0.08%. El porcentaje mas alto de morbilidad se observé en las novillas (36.5%) y la mortalidad estuvo
confinada a éste grupo (0.3%), probablemente la mayorfa o tal vez la totalidad se debi6 a anaplasmosis
(Tabla 3.4).
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3.2.2.2 Finca 2 (Figuras 3y 4)

En ésta finca, a los terneros se les permitié el acceso a las praderas a partir del dia 180 de nacidos y las
novilias prefiadas se dejaron pastar todo el tlempo hasta el parto, cuando se integraban al hato de las
vacas mantenido en establos ablertos en forma permanente, a excepclon de perfodos coftos y ocasionales
de pastoreo. Las infestaclones con garrapatas (Tabla 3.1) fueron bajas desde octubre, 1988 hasta febrero
de 1989. Empezaron a incrementarse en marzo hasta alcanzar su pico en abril y luego, después de una
serle de tratamientos intensivos aplicados al hato, decayeron gradualmente hasta jullo. Se registraron tasas
altas de infestacion en las novillas en noviembre, 1988. En la finca se us6 una bomba de aspersion
mecénica, el tratamiento tomé tres segundos por animal y se efectué un total de 9 tratamientos durante el
perfodo de investigacién (Tabla 3.2).

En el grupo de terneros, las primeras tres parasitemias para B. bovis se observaron en febrero, 1989; su
nimero se elevd abruptamente en marzo, pero descendié nuevamente en abril junto con la prevalencia
serolégica para B. bovis y las tasas de parasitemia para B. bigemina. La situacién de A. marginale
~ evoluciond en forma similar.

Las seroconversiones para B. bovis (un total de 22 en 41-60 animales) (Tabla 3.3) empezaron a presentarse
en los temeros con un animal de 7 meses de edad y culminaron en el subgrupo de edad de termeros de
10 y 11 meses (16 de 22 seroconversiones). De un total de 22 seroconversiones en el grupo, 21 ocuirieron
en animales entre 7 y 13 meses, sin embargo, la mayorfa de ellas en temeros de una edad més bien
avanzada. Las correspondientes a A. marginale empezaron a observarse en un animal de 10 meses (1/35)
y luego se acumularon en el subgrupo de terneros de 11 a 13 meses (21/35).

En el grupo de novillas reproductoras, en todos los muestreos se observaron parasitemias de B. bovis en
nameros reducidos; la prevalencia serolégica se elevé casi a 100% en ol muestreo de marzo, pero las
seroconversiones (Tabla 3.3) fueron ocasionales (1/22). Las parasitemias de B. bovis se presentaron en
dos novillas en marzo; la evolucion de A. marginale fue similar a aquella de B. bovis, pero las
seroconversiones fueron mas frecuentes en las novillas (4/35).

En el grupo de vacas, s6lo se observd una parasitemia de B. bovis en julio, 1989, mientras en cada
muestreo se identific6 un bajo porcentaje de animales seropositivos y en tres ocasiones se presentaron
porcentajes bajos de parasitemia de B. bigemina. Las parasitemias de A. marginale tampoco fueron
frecuentes aunque se advirtieron en cuatro de los muestreos, la evidencia serolégica de la ocurrencia de
A. marginale fue més frecuente. En las vacas no se presentaron seroconversiones a B. bovis (Tabla 3.3),
pero 9 de las 35 seroconversiones de A. marginale sucedieron en vacas, todas ellas mayores de 48 meses.

Las tasas de inoculacion calculadas en ésta finca, fueron de 0.001 para B. bigemina y de 0.0003 para B.
bovis, mientras que la tasa de infeccién para A. marginale fue de 0.30 (Tabla 3.5).

La morbilidad total en ésta finca posiblemente debida a las hemoparasitosis, fue de 20.4%, y la mortalidad
de 1.7%. Los porcentajes mas altos de morbilidad se registraron en terneros (28.8%) y en novillas (27.8%);
en las vacas fue 11.5%. La mortalidad descendi6 de 4.5% en los temeros via 1.0% en las novillas a 0.3%
en las vacas. Nuevamente, la anaplasmosis parecié desempeiiar el papel méas importante en la incidencia
de la morbilidad en los grupos de mayor edad (Tabla 3.4).
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3.2.2.3 Finca 3 (Figuras 5y 6)

En ésta finca, los terneros tuvieron acceso al pastoreo desde el dia 104 de nacidos (sin considerar los tres
primeros dias después del nacimiento, cuando se les permitio acompaniar a sus progenitoras en la pradera).
Las tasas de infestacion por garrapatas (Tabla 3.1) fueron altas en septiembre y diciembre, 1988; entre 0
y bajas en los meses restantes. Las infestaciones con garrapatas en las novillas y en las vacas fueron bajas
todo el tiempo. Este nivel de infestacion en general bajo, equivalente al de la finca 1, se mantuvo utilizando
una bomba de balde y aplicando 11 tratamientos durante el perfodo de la investigacion.

En el grupo de terneros, se observaron niimeros reducidos de parasitemias de B. bovis a los 6 muestreos,

de animales seropositivos a los 9 muestreos y de parasitemias de B. bigemina a los 10. La prevalencia de
A. marginale (parasitemias y animales seropositivos) fue baja durante todo el tiempo.

TABLA 3.3 NUMERO DE SEROCONVERSIONES RELACIONADAS CON LA EDAD EN MESES

Finca 1 Finca 2 Finca 3 Finca 4
Edad B. A B. A B. A B. A
(m) bovis marginale bovis marginale bovis marginale bovis marginale
3 - - - - - - - 5
4 - - - - - 1 1 7
5 - 2 - . . - 6 1
6 - - - - - - 1 3
7 - - 1 - 1 - 1 1
8 - - - - 1 - 1 2
9 - - 1 - 2 - 1 -
10 - - 10 1 - - - -
11 - 1 6 8 - - - -
12 - 7 2 10 1 - - -
13 - 3 1 3 - . - -
14 - - - 1 - - - -
17 - 1 1 1 - - - -
18-24 - - - 2 - - 1 -
25-36 - 1 . - 1 2 2 3
37-48 3 6 . - . 2 . -
49-60 - 1 - 4 - - 1 4
> 60 - - - 5 2 2 - -
Total 3 22 22 35 8 7 15 26
n 54-56 41-60 32-44 21-45
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TABLA 3.4 MANIFESTACIONES CLINICAS DE LAS HEMOPARASITOSIS OBSERVADAS EN LAS
CUATRO FINCAS (CASOS EN %)

Finca Terneros Novlllas reproduccién Vacas Total
No. Morb. Mort. Morb. Mort. Morb. Mort. Morb.  Mort. n
1 23 0 36.5 03 17 0 15.3 0.08 1300
2 28.8 45 27.8 1.0 115 0.3 204 1.7 2000
3 6.3 6.3 222 5.6 16.3 0 15.8 1.7 120
4 45 45 0 0 3.3 0 27 1.4 74
Morb. = Morbilidad Mort. = Mortalidad

TABLA 3.5 RESUMEN DE LAS TASAS DE INFECCION E INOCULACION

Finca 1 Finca 2 Finca 3 Finca 4
B. bigemina (h) 0.002 0.001 0.01 0.004
B. bovis ) 0.0001 0.0003 0.0005 | 0.005
A. marginale () 0.13 0.3 0.11 0.86

~ | = Tasa infeccibn  h = Tasa inoculacion

- Las seroconversiones a B. bovis (Tabla 3.3) empezaron a observarse en un animal de 7 meses de edad

_y alcanzaron un total de 8, cuatro de los cuales ocurrieron en terneros de 7 a 9 meses de edad. De un total
de 7 seroconversiones para A. marginale, s6lo una se present6 en temeros, un animal de 4 meses, es
decir, poco tiempo después de haber tenido acceso al pasto.

La prevalencia serol6gica y microscépica de B. bovis y B. bigemina también fue baja en las novillas. Lo

mismo sucedi6 con A. marginale, aunque la prevalencia serolégica de este organismo fue un poco mas

alta que en el caso de los terneros. Se observaron pocas seroconversiones (Tabla 3.3) (una de B. bovis
. Y 2 de A. marginale).

En el grupo de vacas, el cuadro fue muy similar a aquel de las novillas; bajas tasas de parasitemia de B.
bovis, B. bigemina y A. marginale, y una prevalencia serolégica baja también para B. bovis. Sin embargo,
la seroprevalencia para A. marginale fue considerablemente més alta. Se observaron dos seroconversiones
para B. bovis y 4 para A. marginale (Tabla 3.3).
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La tasa de Inoculacién para las babesias calculada en esta finca, fue de 0.01 para B. bigemina y 0.0005
para B. bovis; la tasa de infeccién para A. marginale fue de 0.11 (Tabla 3.5).

La morbilidad total posiblemente debida a las hemoparasitosis fue de 15.8% y la mortalidad de 1.7% en ésta
finca. El porcentaje mas alto de morbilidad se encontré en las novillas (22.2%), seguido por el de las vacas
(16.3%). La mortalidad fue méas elevada en los tereros (6.3%); en las novillas fué de 5.6% y 0 en las vacas
(Tabla 3.4).

3.2.2.4 Finca 4 (Figuras 7y 8)

En esta finca, todos los animales estuvieron permanentemente en el pasto, incluyendo los terneros, aunque
éstos pueden no haber permanecido todo el tiempo con sus progenitoras.

Las tasas de infestacion con garrapatas (Tabla 3.1) en los terneros fueron relativamente altas en septiembre
y noviembre, 1988, al igual que en junio de 1989; en los meses restantes oscilaron entre 0 y bajas. En las
novillas fueron bajas en octubre de 1988 y en enero, 1989 y muy altas en abril, 1989. En las vacas fueron
altas en septiembre, 1988, moderadas en diciembre, 1988 y bajas durante el perfodo restante. En general,
la infestacion fué similar a la de la finca 2. Se mantuvo utilizando una simple bomba de espalda y aplicando
13 tratamientos al hato durante el tiempo de la investigacion.

En los terneros, parasitemias por B. bovis se encontraron en todos los muestreos - excepto uno - en
proporciones de hasta el 20% del grupo, y animales seropositivos se presentaron en todos sin excepcion.
Lo mismo ocurrié con A. marginale, aunque el porcentaje de parasitemias y, en particular, de animales
seropositivos fue considerablemente mas alto. El cuadro relacionado con B. bigemina fue similar a aquel
de B. bovis.

Las seroconversiones para B.bovis y A. marginale (Tabla 3.3) empezaron a observarse en los terneros a
una edad muy temprana: en el caso de A. marginale, en 12 de ellos cuando tenfan 4 meses y en el caso
de B. bovis, en 7 cuando hablan alcanzado los cinco meses; 19 de 26 seroconversiones para A. marginale
y 11 de 15 para B. bovis se presentaron en terneros.

En el grupo de novillas reproductoras, el niimero de parasitemias de B. bovis y de B. bigemina fue muy
bajo (s6lo uno de cada especie al primer muestreo), la prevalencia serolégica aument6 gradualmente hasta
alcanzar finalmente el 100%. Ocurrieron tres seroconversiones cada una para B. bovis y A. marginale.

En el grupo de vacas, nuevamente se presentaron pocas parasitemias de los tres organismos, la evidencia
seroldgica de la infeccién fue un poco més alta. Se observ6 una seroconversion para B. bovis y cuatro
para A. marginale (Tabla 3.3).

Las tasas de inoculacién para las babesias calculadas en ésta finca fueron de 0.004 para B. bigemina y
0.005 para B. bovis; la tasa de infeccion para A. marginale fue de 0.86 (Tabla 3.5).

La morbilidad total atribuida a las infecciones hemoparasitarias en esta finca fue de 2.7%, y la mortalidad
de 1.4%. El porcentaje mas alto de morbilidad se encontr6 en los terneros (4.5%), el mas bajo en las
novillas (0), mientras que en el grupo de las vacas fue de 3.3%. La mortalidad estuvo limitada al grupo de
terneros (4.5%) (Tabla 3.4).
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4. CONCLUSIONES

En tres de las cuatro fincas investigadas (Tabla 3.6), imper6 una situacion probablemente caracteristica
de muchas otras en el Valle del Cauca, principaimente:

- un desafio de garrapatas irregular durante todo el afio, fluctuando entre aito y 0, pero en
general bajo,

- una prevalencia baja de B. bovis y B. bigemina y, por lo tanto, una probabilidad relativamente
baja (en comparacién con otras regiones de Colombia), de vacas que confieren anticuerpos
calostrales a sus terneros,

- rutinas de manejo del ternero condicionadas por la produccion intensiva y altos niveles de
genes exéticos, suministrando la leche en baldes con mamadores y una exposicién tardia de
los terneros a las garrapatas,

Resﬁltando todo ésto en:

- seroconversiones que se presentan no del todo o en muchos casos demasiado tarde, cuando
la resistencia de la juventud y posiblemente la inmunidad pasiva habran decaldo (Tabla 3.7),

- porcentajes relativamente altos de morbilidad y mortalidad; y éstos ocurriendo en los grupos
de edad "equivocados”, cuando los animales ya tienen un valor monetario y productivo
considerablemente mas alto que los tereros.

Obviamente debe esperarse que éstas circunstancias imposibiliten la evolucion de un estado de estabilidad
endémica para B. bovis y ain para B. bigemina en las fincas, aunque éste Uitimo organismo se transmite
con mayor facliidad que el primero. También garantizarfan un alto nivel de susceptibilidad a las infecciones
con A. marginale dentro de los hatos (Tabla 3.5).

La finca No. 4 est4 caracterizada por el uso de vacas mestizas (Holstein x Cebl), esperandose un grado
mas alto de resistencia a las garrapatas y por lo tanto, probablemente estaba preparada para asumir el
riesgo de una exposicion temprana de su cosecha anual de terneros a las garrapatas, cuyo desatio sin
embargo, fue tan irregular como en las otras fincas; el control se mantiene mediante aspersion con bomba
de espalda. En esta finca, los terneros se infectan a una edad temprana (ver el alto porcentaje de
seroconversiones para B. bovis y A. marginale entre los 3 y 8 meses de edad, Tabla 3.7). Este predio es
el Unico de los cuatro investigados que posiblemente podrfa calificar al reconocimiento de tener una
estabilidad endémica para B. bovis, de no ser por el hecho de haberse observado tres seroconversiones
de este organismo en vacas mayores de 24 meses, a menos que se pudiera demostrar que obedecieron
a un evento inusual tal como 1a introduccién de los animales en cuestion desde una regién libre de
garrapatas. Esta finca tuvo los niveles mas bajos de morbilidad y mortalidad -y también en el grupo de
edad “correcto” -, mientras que la produccién promedia de leche fue aceptable (2.700 It/vaca/lactancia).
Serfa interesante investigar si las relaciones ingresos/egresos de ésta finca no la colocarfan mas cerca a
la "produccién éptima” de lo que seria el caso con las otras tres fincas que aparentemente se estan
esforzando por lograr el "méaximo".
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TABLA 3.6 ALGUNAS CARACTERISTICAS DE LAS FINCAS POSIBLEMENTE RELACIONADAS
CON LA MORBILIDAD Y LA MORTALIDAD DEBIDAS A LAS HEMOPARASITOSIS

Finca No. Area Nivel Produccion Acceso Intervalo
No. Total finca genes leche/ terneros Equipo aspersion
bovinos* ha exéticos lactancia  al pasto aspersion dias
% kg desde dia

1 1,300 160 100 3,840 75 asper.mec. 41-58

2 2,000 228 90 3,000 180 asper.mec. 21-57

3 120 170 100 2,910 104 bomba balde 21-57

4 74 173 50 2,700 1 bomba espal. 14-39

*  Sélo fraccion lechera del hato

TABLA 3.7 NUMERO DE SEROCONVERSIONES RELACIONADO CON LOS GRUPOS POR EDAD

Finca 1 Finca 2 Finca 3 Finca 4
Edad B. A B. A B. A B. A
(m) bovis marginale bovis marginale bovis marginale bovis  marginale
3
to - 2 1 - 2 1 10 19
8
9
to - 12 21 26 3 - 2
24
25
to 3 8 - 9 3 6 3 7
>60
Total 3 22 22 35 8 7 15 26
n 54-56 41-60 32-44 21-45
Acceso al
pasto 75 180 104 1
el dia
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~ Sin embargo, como pareceria irreal esperar que los ganaderos con producciones intensivas estuviesen de
~acuerdo en retroceder en su desarrollo, la respuesta a la pregunta de como remediar la situacion
evidentemente es: '

- garantizar un desafio bajo pero constante de garrapatas en los pastos (no superior pero
tampoco inferior a 10 hembras ingurgitadas por animal), aplicando tratamientos al hato
regulares mas no excesivos, :

- garantizar el acceso diario de los terneros a las praderas con un desafio de garrapatas
adecuado, a una edad mds temprana de la actual.

Si no es posible llevar ésto a cabo o no es compatible con el sistema de manejo, entonces no habria otra
solucion sino vacunar los terneros contra B. bovis, B. bigemina y A. marginale, posiblemente utilizando
la vacuna triple Argentina de organismos vivos (Guglielmone, 1990), aunque ésto significarfa la introduccién
a Colombia de cepas foraneas de babesia y de A. centrale. El riesgo de ésto es bajo. Australia introdujo
del Africa A. centrale desde hace mucho tiempo y la usé desde entonces con éxito sin efectos adversos,
al igual que Argentina, Uruguay y algunos otros palises. La introduccion de cepas atenuadas de B. bovis
y B. bigemina constituirfan s6lo la adicién de unas pocas cepas mas a la gran variedad que ya existe en
el pals.

5. RESUMEN

Se investigaron cuatro fincas en los departamentos del Valle y del Quindio (Colombia occidental /central),
entre septiembre de 1988 y julio de 1989, para infecciones hemoparasitarias (B. bovis, B. bigemina, A.
marginale y T. vivax), al igual que para posibles relaciones de éstas con las practicas de manejo del hato.

Se demostrd la ocurrencia de B. bovis, B. bigemina y A. marginale en los cuatro hatos; T. vivax sélo en
dos.

Las condiciones climéticas en el 4rea bajo consideracién son tales que el desafio de garrapatas e insectos
picadores es practicamente permanente durante todo el afio. En las tres fincas situadas en el Valle del
Cauca son posibles cince generaciones de garrapatas, y tres en la localizada en las mesetas adyacentes
a este departamento.

El control de garrapatas mediante tratamientos del hato con acaricidas no sigue patrones estratégicos
premeditados sino que se realizan mas o menos por impresion de necesidad, es decir, cargas altas de
garrapatas en los animales. En las cuatro fincas se presentaron amplias variaciones en los recuentos de
garrapatas, que alternaron entre periodos de nimeros muy bajos o ninguno y otros con cargas severas.
El equipo utilizado varié desde aspersoras mecénicas, via bombas de balde hasta bombas de espalda, pero
los niveles basicos de eficiencia de estos aparatos no parecieron ser cruciales para la efectividad de las
operaciones de control. Los costos anuales por tratamiento del hato oscilaron entre 0.2% y 1.2% de la
produccion anual de leche del hato.

Los sistemas de manejo animal, y en particular el de los terneros, estaban condicionados por los niveles
de intensidad de la produccion y de los genes ex6ticos en los hatos. En tres de las fincas, a los terneros
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no se les permitia el acceso a las praderas antes de los 75, 104 o inclusive 180 dias de edad. Aln después,
considerando el desafio no uniforme de garrapatas no se garantizaba la infeccién temprana con
hemoparésitos. La situacién de las vacas y de las novillas vari6 entre estabulacion permanente (establos
abiertos con corral) para las vacas en dos fincas (con periodos ocasionales de pastoreo) y pastaje
permanente en la tercera. Las novillas se mantuvieron todo el tiempo en el establo (1 finca) o en la pradera
(2 fincas). La finca No. 4 tenfa en su hato lechero cruces de Holstein x Cebl y todos los animales estaban
continuamente en el pasto.

El resultado de estas précticas de manejo fue una inestabilidad endémica en las tres primeras fincas (las
tasas de inoculacién de B. bovis determinadas en terneros hasta de 8 meses de edad fiuctuaron entre
0.0001 y 0.0005) y tasas de infeccién de A. marginale de 0.11 a 0.33, mientras que en la cuarta se presenté
una tasa de inoculacién para B. bovis de 0.005 y una tasa de infeccion de A. marginale de 0.86. Esta
finca, podria con cierta reserva calificar para un estado de estabilidad endémica. En consecuencia, tuvo
tasas de morbilidad y mortalidad, debidas a infecciones por hemoparésitos, mucho mas bajas que las otras
tres.
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V1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS DE Babesia bigemina

Y Babesia bovis PROCEDENTES DE COLOMBIA
Por
K.T. Friedhoff
I. Mueller
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1. INTRODUCCION

El proyecto Colombo/Aleman para la Intensificacion del Control de las Enfermedades Animales (ICA-GTZ)
habfa acordado realizar investigaciones en garrapatas y enfermedades transmitidas por las mismas, como
' una de las limitantes importantes de la produccion bovina en las regiones tropicales y subtropicales de
Colombia. Como no se tenfa seguridad que las cepas de referencia disponibles de B. bigemina y B. bovis
aisladas en el pafs a principios de los afios 70 hublesen conservado su pureza y éstas se requerian con
caracter urgente para las investigaciones epidemiolSgicas, se intent6 aislar y caracterizar algunas cepas
provenientes de Cérdoba, Colombia, en el Instituto de Parasitologla, Facultad de Medicina Veterinaria,
Hannover.

~ Las babesias se deblan aislar y someter a pasajes a través de garrapatas, mientras que los pasajes de
~ bovino a bovino debfan restringirse al minimo posible debido a que las caracteristicas de los aislamientos

debfan reflejar la situacién del campo. Se ha comprobado que los pasajes frecuentes entre bovinos generan
cambios significativos en las caracteristicas de las babesias aisladas.

2. MATERIALES Y METODOS

21 Animales experimentales

Se utilizo un total de 31 bovinos de 1 a 2 afios de edad, Holstein-Friesian nacidos y criados en el norte de
Alemania, asl garantizando que los animales eran totalmente susceptibles ya que en ese palfs no existen
garrapatas Boophilus, ni B. bigemina o B. bovis. Al iniciar los experimentos se examinaron para
Eperythrozoon spp. y se encontraron negativos. Uno de los bovinos habla sido esplenectomizado antes
del experimento.

2.2 Garrapatas

En la granja Chin(, Departamento de Cérdoba, se colectaron larvas de B. microplus, progenie de hembras
ingurgitadas y se enviaron a Hannover en 1985. Se habla demostrado la presencia de "kinetes' de una o
ambas especies de babesia en sus hemolinfas (Dr. M.J. Otte).

Las babesias se sometieron a varios pasajes via larvas, ninfas y garrapatas adultas.

Los estadios responsables de la transmision a los bovinos en ambas especies se determinaron aplicando
la técnica descrita por Friedhoff y Smith (1981).

23 Babesia

Se intentaron cultivos in vitro tanto de B. bigemina como de B. bovis, empleando la técnica descrita por

Levy y Ristic (1983).
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Mediante la prueba IFAT se compard la cepa de B. bovis (Chinu) con la de B. bovis (Lismore, Australia)
y, utilizando la prueba de ELISA, con la cepa Lismore y unos sueros provenientes de otra region de
Colombia (Valle del Cauca).

Se estudi6 la reaccion clinica a la infeccion artificial con B. bovis en cinco bovinos jovenes; aquella.con B.
bigemina en ocho y la de un aislamiento mixto de campo (B. bigemina/bovis) en cuatro animales.

El aislamiento y la crioconservacion de la babesia se realizaron segtn el procedimiento estandar.
3. RESULTADOS

3.1 Conservaciéon en congelamiento

Un aislamiento de B. bovis y otro de B. bigemina se crioconservaron en su fase eritrocftica (sangre) y
cOmo esporozoitos (garrapatas).

3.2 Cultivos in vitro de babesia

A partir de la sangre de un animal positivo a babesia (B. bigemina y B. bovis) se realizé6 un cultivo
microaertfilo de fase estacionaria, siguiendo el método estandar descrito por Levy y Ristic (1980).

Mientras que B. bigemina empezd a degenerarse rapidamente y al tercer dfa se comprobé que ya no era
morfolégicamente intacta, B. bovis se pudo mantener in vitro durante varios meses, después de un periodo
transitorio de parasitemia reducida. Luego un problema técnico con la incubadora de CO2 caus6 un
colapso repentino al cultivo, pero en enero de 1986 se pudo establecer uno nuevo (método Palmer et al.,
1982). Desde entonces se ha mantenido en forma continua (> 3 afos). Sin embargo, por razones técnicas,
se hizo necesario transferirlo a un nuevo medio de cultivo (RPMI 1640) sin problema alguno.

Entre tanto se ha utilizado repetidamente el cultivo nuevo para la produccién de antigeno destinado a
pruebas serologicas (Tropberger, 1987; Mueller y Cissoko, 1988; Doherr, 1990), aunque se comprobé que
estaba contaminado con T. thelleri cuyo origen probablemente fue un donador de sangre infectado en
forma latente. Se intent con éxito desprender el tripanosoma del cultivo. En la actualidad el nimero de
pasajes permanece en mas de 200. Se comprobd la infectividad del cuitivo en el pasaje 100 en un bovino
entero, con los siguientes resultados:

inéculo: 10.000 eritrocitos infectados, i.v.
Aparicién parasitemia: dfa 31 post-infeccién
Parasitemia méxima: 0.05%

Duracién parasitemia: 5 dfas

Temperatura corporal maxima: 41.9 C.

Terapia: No se requirié
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3.3 Modo de transmision de la babesia

~ Se confirm6 que la larva de B. microplus transmitfa la B. bovis, mientras que la B. bigemina era
transmitida por las garrapatas adultas. También se ratific6, aunque por medios indirectos, la transmisién
~ de ésta (itima a través de las ninfas. No se pudo demostrar la transmision de B. bigemina por las larvas.

34 Comparacién seroldgica

' Tropberger (1987) hizo un primer intento de caracterizacion serologica de cepas colombianas de B. bovis.
Este autor utiliz6 la técnica IFAT cuando comparé el antigeno preparado a partir de una cepa de campo
de B. bovis aislada de garrapatas colectadas en Chin (Cérdoba, Colombia) con un antigeno de la cepa
Lismore Australiana, producido en el Instituto de Parasitologia de Hannover. Cincuenta de 1.130 sueros
provenientes de Cérdoba se sometieron tres veces a la prueba IFAT con ambos antigenos; se calcularon
los promedios geométricos de los tftulos reclprocos. No se present6 ninglin caso en donde los titulos
obtenidos en el sistema heterélogo fuesen mas altos que los del homélogo. Catorce de los sueros
resultaron negativos a ambos antigenos; solo tres positivos estaban en concordancia a las diluciones 81-
160 6 161-320; y en los casos restantes se observd una diferencia sustancial en los titulos a favor del
antigeno homélogo Chinu.

Doherr (1990) logré un resultado similar al comparar sueros de campo obtenidos en Cérdoba (del mismo
envio utilizado por Tropberger), con otros sueros de una region diferente en Colombia (Valle del Cauca;
Zintz, 1990) y unos sueros de Israel, frente al antigeno Chini (Colombia), al igual que al Lismore. Encontrd
que las reacciones positivas y las negativas tenfan una buena concordancia en los sistemas heterdiogo y
en el homélogo, en los cuales fue interesante observar que el antigeno Chind provenia del cultivo in vitro
de B. bovis que habla sido sometido a pasajes durante varios afios. Sin embargo, fue evidente que las
reacciones del sistema homdlogo eran mas marcadas (p < 0.01), a juzgar por la densidad 6ptica promedia,
que aquellas en los sistemas heter6logos que incluyeron también los sueros del Valle del Cauca.

3.5 Caracterizacion clinica

- Se dispuso de un total de 17 bovinos experimentales, uno de los cuales habfa sido esplenectomizado
previamente. Cinco de éstos se sometieron a infeccion con B. bovis, 8 con B. bigemina y 4 con la cepa
- original de campo que produjo una infeccién mixta de B. bigemina/bovis.

La comparacion y la apreciacién de la calidad y el grado de intensidad de las reacciones de la infeccién
se dificultaron un poco-debido a que las cantidades de in6culo y las formas de aplicacion no fueron
uniformes en todos los animales. En el caso de B. bovis, por ejemplo, a tres de los animales se ies
administr 4 6 4.5 ml de estabilizado via subcuténea e intravenosa; uno recibi6 10’ eritrocitos Infectados,
L.v. y otro se expuso a larvas infectadas.

" El alslamiento de campo se inoculé, via larvas infectadas, en tres animales y en el cuarto inyectando s.c. /i.v.
4 ml de estabilizado de larvas.
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Como criterio para Juzgar las reacciones se considero:
a. la duracién promedia del perfodo prepatente,
b. el nivel maximo de parasitemia alcanzado,

c. la méxima elevacién de temperatura corporal observada. No se habla determinado con
antelacién la temperatura real normal para cada uno de los animales involucrados. Por esta
razén, se asumi6 una temperatura estandar normal de 39.5 °C para estos bovinos jovenes,

d. Las cifras indicativas de los sintomas clinicos tales como aceleracién de la respiracion,
anorexia, diarrea e incapacidad para levantarse, se clasificaron en una forma simple dentro de
las siguientes categorias: ausente = -, presente pero leve y/o transitorio = 1 y severo y/o
prolongado = 2 ("acelerado” en el caso de respiracion). Estas cifras se fueron adicionando
hasta llegar a un Indice de Reaccién Clinica (IRC) para e! individuo de interés,

e. Como la intencién era utilizar posteriormente en la investigacion hemoparasitolégica, los
animales experimentales, de por sf bastante costosos, éstos no se podfan dejar morir a causa
de la infeccién sino someterios a tratamiento cuando se requiriera. Esto sucedié en diversas
ocasiones. Asi, se tomaron los siguientes puntos como criterio para determinar el grado de
severidad de la reaccién: necesidad de tratamiento cuando ésta surgiera, nimero de dfas de
aplicacién del mismo, nimero de animales que necesitaba tratamiento en un grupo, y la
cantidad de quimioterapéuticos necesaria para controlar la enfermedad aguda producida.
Cuando se observaron indicios de peligro de la vida del animal, se administraba Berenil; los
otros farmacos (Acaprin, Imizole, Carbesia) se aplicaron en casos de menor urgencia. El
"Indice de Berenil" (cantidad total de Berenil utilizado en un grupo por el control de la
enfermedad dividido por el nimero de animales), se volvié de este modo un indicador (til del
grado de severidad de la infeccién causada.

Bajo estas circunstancias, obviamente tenfa que excluirse como pardmetro Util la "duracién de la
parasitemia”.

En las Tablas 1 a 4 se presenta una vision general de la reaccién de los 17 animales experimentales a los
diferentes tipos y cantidades de in6culo puro de B. bigemina y B. bovis y al aislamiento original de campo.

3.5.1 Caracterizacién nacional

B. bigemina )(Tablas 1y2)

In6eulo: Eritrocitos infectados, dosis variadas, s.c./i.v.
Como era de esperarse, los perfodos de prepatencia en éste grupo fueron los méas cortos entre todos los
grupos; declinaron desde los animales inoculados con 10° y 10° (con 5 y 6 dias respectivamente) hasta el

animal que habfa recibido la dosis m4s alta (10", animal esplenectomizado) con un dfa; el bovino con una
dosis de 10° tenfa tres dias de prepatencia.
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~No hubo un patrén claro en cuanto a la parasitemia méxima, aunque el animal que habla recibido la dosis
més alta de in6culo present6 el porcentaje mas elevado (6.5, nuevamente el esplenectomizado). Lo mismo

- sucedi6 con la elevacion de temperatura y los IRC. No obstante, la reaccion clinica general, a pesar de ser

marcadamente mas fuerte que en el grupo de B. bigemina/larva, debe aun ser clasificada como

 relativamente modesta: tres animales de este grupo requirieron tratamiento, pero el indice de Berenil
permaneci6 bajo (1.4). El animal esplenectomizado se destacé de los restantes del grupo por su periodo
de prepatencia corto y alta parasitemia; sigui6 bien dentro del promedio con relacion a la elevaciéon de
temperatura corporal, IRC y tratamiento.

Indculo: Esporozoitos a través de larvas

- Se Infectaron cuatro de los animales experimentales via larvas/ninfas de garrapatas alimentadas en un
animal el cual portaba sélamente B. bigemina (ChinG). Los perfodos de prepatencia, que se conoce estan

_ influenclados por la cantidad del indculo, fluctuaron entre 9 y 17 dfas, el promedio fue de 14. Considerando
la extensién absoluta del perfodo de prepatencia y comparando con las categorias siguientes, debe
recordarse que las larvas no transmiten B. bigemina y que el desarrolio de los estadios transmisores de
las garrapatas toman algun tiempo. '

Las tasas promedias de la parasitemia fueron mas bien bajas (1.5% probablemente incluso aumentada en
forma indebida por una tasa inusualmente alta de 5.6%), comparadas con las tasas de la otra categorfa de
B. bigemina; lo mismo sucedi6 con la elevacion maxima de la temperatura corporal. Las cifras promedias
del IRC también fueron bajas; s6lo se trat6 un animal y ésto més como precaucion (parasitemia muy alta)
que por verdadera necesidad. En este grupo el Indice de Berenil fue de 0.

B. bovis (Tabla 3)
Inéculo: Estabilizado en tres animales; eritrocitos infectados o larvas en un caso cada uno

Los periodos de prepatencia oscilaron entre 7 y 9 dias (8 en promedio) y de éste modo estuvieron entre
los promedios para los dos grupos de B. bigemina. Los animales Infectados con larvas y sangre no
difirieron en una forma marcada de los otros tres; éstos fueron los casos con los perfodos de prepatencia
‘mas largos (9 dfas) y el animal infectado con B. bovis/sangre presentt la tasa de parasitemia mas elevada
(1.0). En general, las cifras de parasitemia maxima fueron mucho méas bajas que en el caso de los dos
grupos infectados con B. bigemina (promedio-0.31), pero la temperatura méxima fue mas alta que la de
aquellos con B. bigemina (1.90 versus 0.9/1.25).

Se observé una diferencia marcada en cuanto al grado de severidad de las reacciones clinicas. Cuatro de
los cinco animales mostraron apatfa general, anorexia y respiracién acelerada; uno incluso present6 diarrea.
En el quinto animal, que tenfa una ligera elevacion de temperatura (1.3), sélamente se percibié apatia
general a pesar de que su tasa de parasitemia fue la segunda més alta del grupo. Basado en este hecho,
se consideré que requerfa tratamiento y se traté junto con el resto de los animales en los cuales la
necesidad del mismo fue evidente. Tres de los animales tuvieron que tratarse durante varios dfas y a todos
ellos se les aplicé Berenil. Los IRC se elevaron hasta 6 en un caso y a 5 en los otros dos (promedio 4.0);
el de Berenil fue de 6.0.

Aislamiento de Campo (Tabla 4)
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Inéculo: Esporozoltos a través de larvas (3 animales), estabilizado de larva Lv. (1 animal)

Se esperaba que todos estos cuatro animales, que representaban la situacién real de campo en Cérdoba,
desarroliaran infecciones mixtas de B. bigemina y &. bovis. En realidad asf fue, aunque con tasas muy
bajas de parasitemias de B. bigemina, en particular en el caso del animal infectado con el estabilizado de
larva.

El cuadro general de la reaccién dentro de éste grupo se aproximé estrechamente a aquel de B. bovis y
no al de los grupos de B. bigemina. Los perlodos promedios de prepatencia de ambos componentes de
la infeccion mixta estuvieron muy cercanos (10.25 para B. bigemina y 10.5 para B. bovis); lo mismo se
observo con las tasas de parasitemia (0.05 para B. bigemina y 0.09 para B. bovis), baja para B. bovis pero
extremadamente baja para B. bigemina.

E! promedio de las elevaciones méximas de la temperatura corporal estuvo cerca a aquel de B. bovis, al
igual que las cifras del IRC. E! animal infectado con el estabilizado de larvas tuvo el segundo IRC més
alto (6) observado en los 17 animales bajo experimentacion, uno de los expuestos a las larvas en éste
grupo present6 el més elevado (7). En consecuencia, fue necesario tratar los cuatro animales, dos de ellos
por un tiempo superior a un dfa, y todos con Berenil (Indice de 3.75).

En la Tabla 5 se resumen las observaciones antes mencionadas, después de reagrupar los animales segun
el tipo de in6culo. Se dejé B. bigemina en dos grupos (infectados con larvas o sangre) mostrando un
contraste neto en sus reacciones respectivas. Los animales infectados con el aislamiento de campo se
consideraron un grupo homogéneo, aunque los parésitos se inocularon en tres casos mediante larvas y
estadiosp  sriores de desarrollo de las garrapatas; en el cuarto por un estabilizado de larvas. En el grupo
de B. bov _ a situacién fue a la inversa: se infectaron tres bovinos con un estabilizado y uno con larvas.
Qued6 un quinto animal Infectado con sangre por via intravenosa que posiblemente se pudo comparar con
el grupo infectado con B. bigemina inoculada por sangre, un procedimiento de menot interés préctico.

El grupo infectado con B. bigemina/larvas present6 los perfodos promedios de prepatencia mas altos (14
dias), los mas cortos el grupo B. bigemina/sangre (3.75 dfas). Los sigulentes perfodos mas largos (10.25
y 10.5 respectivamente) se observaron en el grupo infectado con B. bigemina y B. bovis obtenidas del
aislamiento del campo, seguido por el de B. bovis/larvas con 7.8.

Las tasas de parasitemia méas altas resuitaron de B. bigemina/sangre (3.1) y B. bigemina/larvas (1.5%),
descendiendo a 0.09% para B. bovis y 0.05% para B. bigemina en el caso de los aislamientos de campo.
Sin embargo, cuando se llegé a la respuesta clinica de la infeccién, los grupos B. bovis/larvas y aislamiento
de campo tomaron la delantera con 1.8 °C y 1.6 °C de elevacién promedia de la temperatura corporal,
versus 1.25 °C en el de B. bigemina/inyeccion y 0.9 °C en B. bigemina/larvas. Luego en las siguientes
categorias, a partir de los IRC, las cifras tanto en la categorfa de aislamiento de campo como en la de B.
bovis fueron marcadamente mas altas que en las dos de B. bigemina. Esto fu particularmente marcado
en el caso de los Indices de Berenil donde las cifras se elevaron de 0 en el caso de B. bigemina/larvas a
6.9 para B. bovis/estabilizado/larvas.

El analisis estadistico, como era de esperarse, permanecié algo inconcluso, excepto por dos pardmetros
al comparar los grupos B. bigemina/larvas y B. bovis/estabilizado/larvas. En éste caso, se presentd una
diferencia significativa entre las cifras de temperatura maxima (p = 0.04) y estuvo cerca a la significancia
(p = 0.08) en la diferencia entre las cifras de los IRC (Tabla 6).
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TABLA 1 REACCIONES CLINICAS: B. bigemina

M
' Animal No.' 146580 479691 . 25216 338364

 In6culo Eritrocitos Eritrocitos Eritrocitos  Eritrocitos Promedio
infectados infectados infectados infectados
‘ 5x10%.v. 10° kv. 10° Lv. 10" Lv.

| REACCION CLINICA
Dfas prepatencia 5 6 3 1 3.7

‘Méxima parasitemia % 5.0 0.5 0.2 6.5 3.10
Incremento méxima
‘IMgra- °C 23 0.1 1.6 1.0 1.26
iFlespIracién* 1 - 1 -
Anorexia* 1 - 1 -
Apatia* 1 . 1. 1
Diarrea* - . . .
idad levantarse - - - -

Droga*** (mg/kg) A 05y - A 02y A, 0,25
y dosis aplicada B,55d dia 3/1 el dia
el dia dia 5/2 2/2
dj*/ Tddk
Indice Berenii 1.4
w
Observaciones Recidiva Animal
3 semanas esplenec-

| ppp tomizado
* - = ausente (normal para respiracién)

1 = ligeray /o transitorla (acelerada para respiracién)

2 = prolongada (acelerada para respiracién)

** |RC = Indice de Reaccién Clinica
“** B = Bereni A =Acaprin C =Carbesia | = Imizole
*+**dpi/ppp = dlas post-infeccion/post-patencia de parasitemia
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TABLA 2 REACCIONES CLINICAS: B. bigemina

e =

Animal No. 25217 10484 29089 X15697

Inéculo Larvas Larvas Larvas Larvas Promedio

—_—————eeeeeeeeee e e T e e e e e e e ——

REACCION CLINICA

Dfas prepatencia 14 9 - 16 17 14
Maxima parasitemia % 0.2 5.6 : 0.05 0.06 1.5
Incremento méaxima

témperatura °C 1.3 1.5 0.5 0.3 0.9
Respiracién* 1 1 - -

Anorexia* -- -- -- -

Apatia* 1 1 1 -

Diarrea* - -- - -

Incapacidad levantarse -- - - -

{l

IRC** 2 2 1 0 1.25
TERAPIA
Droga*** (mg/kg) - A 02e - -
y dosis aplicada dia 19/11
el dia
dpi/ppp****
Indice Berenil -
Observaciones Recidiva Recidiva
1 mes ppp 3 semanas ppp

* - = ausente (normal para respiracion)

1 = ligera y/o transitoria (acelerada para resplraclén)

2 = fuerte y/o prolongada (acelerada para respiracion)

** |RC = Indice de Reaccién Clinica

*** B = Berenil
A = Acaprin
C = Carbesia
I = Imizole

**** dpi/ppp = dias post-infeccion/post-patencia de parasitemia

178




TABLA 3 REACCIONES CLINICAS: B. bovis

Animal No. 057 58042 47 10877 10874

In6culo Estabilizado Estabilizado Estabilizado Larvas Eritrocitos Promedio
2 ml s.c. 2 mil s.c. 3.5 ml s.c. infectados Ii.v.
2mliv. 2mliv. 1.0 mi Lv. 10°

REACCION CLINICA

Dias prepatencia 7 7 8 9 9 8
Maxima
parasitemia % 0.2 0.3 0.01 0.03 1.0 0.31
Incremento maxima
temperatura°C 2.3 1.3 1.9 1.8 2.1 1.9
A Respiracion* 1 - 2 1 1
Anorexia* 2 - 1 1 2
Apatia* 1 1 2 1 2
Diarrea* 2 - - - -
Incapacidad
levantarse - - - - -
IRC** 6 1 5 3 5 4.0
TERAPIA
Droga*** (mg/kg) B, 4.0el B,70e A, 03 el B, 55 el B, 5.5 el
y dosis aplicada dia 8/1 dia10/3  dfa 8/1 el dia dia 8/1;
el dia C,07¢€l B,70¢6€l 8/1 ,12el
dpi/ppp**** dla 9/2 dia 9/2 da 9/2
C. 10el
dia 11/4
B, 4.0¢€l
dia 11/4
Indice Berenil : 6.6
Observaciones
* - ausente (normal para respiracion)

1
2

ligero y/o transitorio (acelerado para respiracion)
fuerte y/o prolongado (acelerado para respiracion)

** JRC = Indice de Reaccion Clinica
*** B = Berenli A = Acaprin C = Carbesia | = Imizole
**** dpi/ppp = dias post-infeccion/post-patencia parasitemia
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TABLA 4 REACCIONES CLINICAS: CEPAS DE CAMPO (INFECCIONES MIXTAS DE B.
bovis/B. bigemina) (B = bigemina; Bo = bovis)

————— . — =

Animal No. 21199 21190 56931 13296

In6culo Larvas Larvas Larvas Estabilizado Promedio
larvas
2mls.c.
2mliv.

REACCION CLINICA

Dias prepatencia Bi 15 Bo 15 Bi9Bo 9 BigBo 10 Bi8Bo8 Bi1025 Bo105
Méaxima
parasitemia % Bi .t Bo .1 Bi 0.3 Bo 0.5 Bi0.5 Bo0.1 Bi0.1 Bo0.1 Bi0.05 Bo0.09
Incremento méaxima
temperatura °C _ 2.1 2.3 1.1 15 1.6
Respiracion* -- 1 1 2
Anorexia* -- 2 1 2
Apatla* 1 2 2 2
Diarrea* -- - - -
Incapacidad levantarse - 2 -- -
IRC** 1 7 4 6 4.5
TERAPIA
Droga*** (mg/kg) B, 03 el A 075 A 10el A 126l
y dosis aplicada dia 11/2 y B, dia 17/3 dla9/2
el dla 50el B, 3.0 ¢l B, 4.0 el
dpi/ppp**** dia 10/4 dla 32/16 dfa11/4
C 146l
dia 12/5
Indice Berenil 3.75
Observaciones Bi-Recidiva Estado
3 semanas general
ppp muy malo,
- ausente (normal para respiracién)

1 ligera y/o transitoria (acelerada para respiracion)

2 fuerte y/o prolongada (acelerada para respiracion)
** JRC = Indice de Reaccion Clinica ,
*** B = Berenl A = AcaprinC = Carbesia | = Imizole
**** dpi/ppp = dfas post-infeccion/post-patencia de parasitemia

nwnn
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TABLA 5 REACCIONES CLINICAS: RESUMEN DE REACCIONES DE LOS GRUPOS
INFECTADOS

e

B. BIGEMINA AISLAMIENTO DE CAMPO B. BOVIS
Inéculo . In6culo Inéculo
Estabilizado
Larvas(3), Estabilizado  (3)
Larvas Sangre, larval s.c./i.v. Larvas Sangre
s.c./iv. (1) (1) s.C./iv.
N=4 N=4 N=4 N=4 N=1

——————

Periodo promedio de 14 3.75 Bi:10.25 Bo:10.5 7.8 9.0
prepatencia, dfas

Promedio parasi- 1.5 3.1 Bi.0.05 B0:0.09 0.14 1.0

temias maximas, %

Promedio incremento 09 1.25 1.6 18 2.1
méxima temperatura °C

Promedio Indices de 1.25 1.75 4.5 3.75 50
Reaccion Clinica

NUmero (%) animales 1 (25) 3 (75) 4 (100) 4 (100) 1 (100)
que necesitaron tratamiento

Promedio niimero de 0.25 0.75 1.75 3.75 20
dfas de tratamiento

Indice Berenil -- 1.40 3.75 6.9 5.5

Columna no. 1 2 3 4 5
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3.5.2 Comparacién internacional

Se intent6 caracterizar las dos cepas del Chini de B. bigemina y de B. bovis frente a las cepas de
babesia de otras partes del mundo, para lo cual el Instituto disponfa de datos sobre reacciones clinicas
generados por investigaciones previas. De este modo, se probd B. bigemina (Chinu) frente a B. bigemina
(Kericho, Kenya) y B. bigemina (Khon Khaen, Tallandia) (Tabla 7). La Ultima, cepa tailandesa, habla sido
utilizada entre el 13/6 y el 1/7/84 para infectar cuatro bovinos j6venes, enteros de raza Holstein, con sangre
via s.c./i.v.; la cepa Kenya se emple6 en la misma forma en cuatro bovinos enteros de edad y raza similar,
en enero de 1985 (2) y en diciembre de 1989 (2) respectivamente.

TABLA 6 ANALISIS ESTADISTICO EN DOS PARAMETROS

B. bigemina B. bovis

Larvas Estabilizado/Larvas

N = 4 N = 4
incremento maxima temperatura 0.9 (0.6) 1.8 (0.9) p = 0.04
IRC 1.25 (.96) 3.75 (2.22) p = 0.08

TABLA 7 COMPARACION DE B. bigemina (Chini, COLOMBIA) CON B. bigemina (Kericho,
Kenya y Khon Khaen, TAILANDIA)

China Kericho Khon Khaen
In6culo: Inéculo: Inéculo:
Sangre Sangre Sangre
N=4 N=4 N=24
Promedios maxima 3.1 5.3 4.7
parasitemia %
Promedio méaximo incremento 1.25 14 1.5
temperatura corporal, °C
Promedios Indices 1.75 45 475
Reaccion clfnica
Niamero (%) animales 3 (75) 4 (100) 3 (75)
requirieron tratamiento
Berenil aplicado en 1 (25) 4 (100) 3 (75)
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También se compar6 B. bovis (Chinu) con la cepa australiana Lismore de B. bovis que se habla utilizado
para infectar cinco bovinos jovenes de raza Holstein, esplenectomizados en el periodo comprendido entre
el 12/5/82 y ol 5/1/84; y dos bovinos mds, jovenes y enteros de la misma raza, que hablan sido infectados
en junio de 1986. Todos estos animales hablan recibido diferentes dosis de sangre Infectada s.c./l.v (Tabla
8).

Desafortunadamente, el grupo de datos de las reacciones clinicas de estos 15 animales no era tan completo
como el de los 17 bovinos que se usaron para la presente caracterizacion nacional, pero se conté con los
‘datos sobre las caracteristicas mas importantes de las reacciones clinicas.

TABLA 8 COMPARACION DE B. bovis (Chini, COLOMBIA) CON B. bovis (Lismore, AUSTRALIA)

Cepa Chinti Cepa Lismore
Animales enteros Animales enteros Animales
esplenectomizados
Inéculo: In6culo: In6culo:
Estabilizado/sangre Sangre Sangre
N=5 N=2 N=5
“Promedio perfodos
prepatencia dias 7.8 4 28
Promedio parasitemia 0.3 22 4.1
maxima, %
Promedio maximo incremento 1.8 1.0 1.9
temperatura corporal, °C
Promedios Indices 46 20 58
Reacclién Clinica
Numero (%) animales 5 (100) : 2 (100) 5 (100)
que requirieron tratamiento
Berenil aplicado en 5 (100) 2 (100) 4 (80)

A juzgar por las cifras de IRC y el porcentaje de animales que requirieron tratamiento con Berenil, el
aislamiento de Chin( parece mas que todo benigno comparado con las cepas de Kenya y Tailandia.

La comparacién de B. bovis (Chint)) con la cepa Australiana Lismore no originé un patron claro que

permitiera una opinién definitiva (Tabla 8). La de los dos grupos de animales enteros (sdlo 2 para la cepa
Lismore) parece indicar que B. bovis (Chint) puede causar una reaccién clinica un poco més violenta que
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la cepa Australiana (elevaciones de la temperatura corporal e IRC). Por otra parte, la comparacion de las
reacciones con los animales esplenectomizados del grupo Lismore, fuera del perfodo de prepatencia mas
corto y tasas de parasitemia mas altas -como era de esperarse en los animales esplenectomizados- no
demostr6 una diferencia considerable en el grado de severidad de la enfermedad, excepto por el IRC que
fue marcadamente més alto que en el grupo Chinu.

4, DISCUSION

4.1 Aislamiento de babesia y modo de transmision

El aisiamiento de Babesia spp. sigui6 la metodologla clasica y no presentdé problemas. El modo de
transmisién natural en la cepa Chint/bigemina, que algunos investigadores colombianos sospecharon era
ligeramente diferente a la normal, siguié exactamente el patron demostrado por Friedhoff y Smith (1981).
es decir B. bigemina fue transmitida por las ninfas y los estadios aduitos de la garrapata y B. bovis por
las larvas.

Una cepa de B. bigemina y otra de B. bovis se mantuvieron en congelacion y estan disponibles para
investigaciones futuras en Colombia y en otros paises.

4.2 ‘Cultivo in vitro de babesia

El cultivo in vitro de B. bovis se realizé con éxito después de superar algunas dificultades iniciales. El
comportamiento de la cepa en el cultivo corresponde a aquel de otros aislamientos bajo condiciones
similares. Hasta la fecha no se ha deteriorado ni su infectividad en bovinos ( >200 pasajes), ni su
antigenicidad en pruebas seroldgicas (IFAT, FC, ELISA). Los intentos por realizar cultivo in vitro de B.
bigemina fracasaron.

4.3 Caracterizacién de B. bovis y B. bigemina
4.3.1 Comparacién serolégica

Las investigaciones realizadas por Tropberger (1987, IFAT) y Doherr (1990, ELISA) han demostrado que los
sueros del 4rea del Chinli reaccionan con tftulos mas altos para el antigeno de B. bovis de la misma area
que para un antigeno producido a partir de una cepa Australiana Lismore. Esto lo confirmé Doherr quién
demostré (ELISA) una situacion similar con respecto a la cepa Chint/bovis y sueros del Valle del Cauca
y areas adyacentes en Quindio. Esto indica que existe una variabilidad de cepas, al menos en lo que se
refiere a serologfa en Colombia. Si ésto implica la posibilidad de variacion también en los grados de
patogenicidad en el pals, tendra que verificarse a través de una investigacién sobre éste aspecto.

4.3.2 Comparacién clinica

Al compararse B. bigemina (Chinu) y B. bovis (Chind) en grupos de animales inoculados con una cepa
pura se comprobd que eran muy diferentes en cuanto a los efectos clinicos que producfan. B. bigemina
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ocasioné reacciones relativamente leves; en particular cuando la inoculacion se hizo por via natural (larvas),
los animales infectadas escasamente mostraron sintomas clinicos y sdlo uno de cuatro requirié tratamiento
debido a una parasitemia inusualmente alta. Las reacciones clinicas de los infectados con sangre y via s.c.
o i.v. fueron més fuertes pero ain mucho menos que aquellas causadas por B. bovis. La infeccion por B.
bigemina (ChinG) también parecié ser mas suave que las dos cepas foraneas de este hemoparasito
(Kericho, Kenya y Khon Khaen, Tallandla), que se hablan utilizado previamente en el Instituto para Infectar
bovinos enteros de raza y edad similar.

Por otra parte, B. bovis (Chinti) fue aparentemente una cepa de virulencia considerable. En éste grupo,
los cinco animales se enfermaron sin importar su fuente de infeccion (larvas, estabilizado o sangre), con
reacciones que, con un alto grado de probabllidad, habrian sido fatales. Todos estos animales tuvieron que
tratarse y Gnicamente en dos casos fue suficiente una sola dosis alta de Berenil para controlar la
enfermedad. En dos animales se observaron sintomas serios cuando la parasitemia era ya tan baja como
0.01%.

Casi la misma situacién prevalecio6 en el grupo de animales que hablan sido inoculados con la cepa original
de campo, a través de larvas (3 casos) o estabilizado de larvas via s.c./iv. Todos desarrollaron una
infeccién mixta, aunque B. bigemina estuvo claramente dominada si no completamente eclipsada por B.
bovis en lo que se refiere al cuadro clinico. También mostraron excepcionalmente bajas parasitemias de
B. bigemina. Todos los animales se enfermaron severamente y requirieron tratamiento con Berenil.

Fue posible comparar las reacciones clinicas de B. bovis (Chint)) con aquellas de B. bovis (Lismore) en
dos animales enteros y cinco esplenectomizados infectados previamente con sangre. En los primeros dos,
la enfermedad producida por B. bovis (Lismore) fue marcadamente mas leve que aquella ocasionada por
B. bovis (Chinl); los animales esplenectomizados hablan reaccionado en una forma mas severa a la
infeccién con B. bovis (Lismore), razén por la cual no se pueden sacar conclusiones de esta comparacion.

La cepa B. bigemina (Chin() parecia menos virulenta que la cepa Khericho de Kenya y la cepa Khon Khaen -
de Tailandia.

5. RESUMEN

Se recibieron larvas de B. microplus procedentes de Chinii, Cérdoba, Colombia y a partir de éstas se
aislaron, se separaron y se criopreservaron B. bigemina y B. bovis como cepas puras.

El cultivo de B. bovis se realiz6 con éxito; aln se conserva y esta a disposicién como material de referencla
y para otros propoésitos.

La comparaci6n serologica de B. bovis (Chint) con la cepa australiana Lismore mostr6 diferencias entre
las dos al someterlas a la prueba IFAT (titulos mas bajos en el sistema heterdlogo). Se pudo demostrar lo
mismo al utilizar la técnica ELISA con la cepa Chinti de B. bovis al compararia nuevamente con la cepa
Lismore y con unos sueros del Valle del Cauca.

La caracterizacién clinica mostré que B. bigemina (Chinl) era mas bien suave comparada con B. bovis
(Chint). Esta ultima ocasion6 reacciones clinicas severas que pusieron en peligro la vida de los animales
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experimentales requiriendo un tratamiento intensivo. El aislamiento de campo que produjo infecciones
mixtas de B. bigemina/bovis tuvo un efecto tan severo como el anterior.

Se compar6 B. bigemina (Chint) con B. bigemina (Kericho, Kenya) y B. bigemina (Khon Khaen, Tailandia)
y aparentemente fue menos virulenta que las otras dos cepas.

Cuando se compar6 B. bovis (Chini) con la cepa B. bovis (Lismore) se observd una virulencia
aparentemente mayor que la de ésta Ultima en dos animales enteros, pero con los esplenectomizados
ocurri6 lo contrario.
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VII. TECNICA DEL ENSAYO INMUNOENZIMATICO (ELISA) PARA
DEMOSTRAR INFECCIONES POR B. bovis BASADOS

EN UN ANTIGENO DE CULTIVO DE B. bovis

Por

M.G.E. Doherr

Extractado de: Enzymserologisches Verfahren (ELISA) unter Verwendung von
Kultur-Antigen zum Nachweis von B. bovis-Infektionen. Dissertation,
Hannover, 1991.
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1. INTRODUCCION

investigaciones anteriores realizadas en el Instituto de Parasitologia, Facultad de Medicina Veterinaria,
Hannover, han estado encaminadas al mejoramiente y estandarizacion de la prueba indirecta de anticuerpos
- fluorescentes (IFAT) (Zuerner, 1983; Mueller, 1984). El presente estudio describe el uso de la técnica del
ensayo inmunoenzimatico (ELISA), basada en un antigeno derivado de un cuitivo de B. bovis, junto con
una evaluacidn critica de su aplicabilidad préctica medlante la comparacién estadistica con los resultados
de las investigaciones previas. :

2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Cultivo de babesia
- Los primeros intentos exitosos para cultivar B. bovis han sido descritos por Erp et al. (1978, 1981).
- Cunning y Winger (1978), Kellermann et al. (1988) y Goff y Yunker (1988) mejoraron y extendieron a otras
variedades de Babesia el método resultante. Timms y Stewart (1989) describieron un método mejorado
~ de suspension del cultivo de B. bovis el cual permlte la extraccion diaria de mas de un litro de sangre del
sistema del cultivo.
22 Ensayo Inmunoenzimético (ELISA)
2.2.1  Aspectos generales

Los ensayos inmunoenzimaticos, categoria a la cual pertenece la prueba de ELISA, se fundamentan en dos
fenémenos biolégicos:

1. Lacapacidad discriminante extraordinaria de los anticuerpos especfficos del sistema inmune.

2. La alta potencia catalftica y la especificidad de las enzimas, la mayorfa de las cuales son
relativamente faciles de demostrar.

La técnica de diagnéstico originada, por lo tanto es una prueba de dos pasos compuesta de:
a. una accion inmune (antigeno/anticuerpo), y

b. su demostracién Optica a través de enzimas unidas a uno de los componentes de ésta
reaccién.

Este método tiene muchas ventajas:
- Un grado relativamente alto de objetividad en la lectura de los resultados sin mucho gasto de

equipo,
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- la disponibilidad de reactivos estables y durables,

- la simplicidad de manejar ain grandes cantidades de muestras,

- la disponibilidad comercial de una gran variedad de conjugados y enzimas,
- bajos riesgos de salud para el personal que lo ejecuta,

relativamente poco gasto en equipo y materiales.

Sin embargo, existen también algunas desventajas:

- Reacciones con proteinas no especfficas,

- reacciones cruzadas Yy otras interacciones indeseables,

- posible ocurrencia de anticuerpos frente al reactivo de bloqueo,

- influencia de factores externos, tales como variacion de temperatura, pH, etc.,

- la posibilidad de errores al pipetear, cuando se trabajan grandes cantidades de muestras.
El empleo de pruebas inmuno-enziméticas altamente sensibles y especfficas para la identificacion y
especificacion de sustancias farmacolégicamente importantes ha aumentado en una forma marcada en
los Ultimos aios (Kemeny y Chantler, 1988; Clark y Engvall, 1981). Seg(n Duncan (1981) existen tres
pruebas diferentes en uso:

1 Pruebas competitivas
Los anticuerpos de prueba y anticuerpos de enzimas compiten por epitopes en el antigeno inmobilizado.

2 Pruebas no competitivas

a. el ANTICUERPO de la prueba esta unido a un ANTIGENO inmobilizado y la reaccion est4

demostrada por un ANTIGENO marcado con enzima o un ANTICUERPO captor especffico del

animal,

b. el ANTICUERPO de la prueba est4 unido a un ANTICUERPO captor especffico de la especie
y la reaccién estA demostrada a través de un ANTIGENO marcado con enzima.

La forma més simple de la prueba utilizada es la asf llamada “Sandwich ELISA", una prueba indirecta, no
competitiva en la cual el antigeno, esparcido en una bandeja de microtitulacion, se incuba primero con el
anticuerpo de la prueba y luego con el anticuerpo marcado con la enzima (conjugado). Finalmente, los
complejos enziméticos unidos se hacen visibles a través de una reaccién enzima/sustrato (Kemeny y
Chantler, 1988; Clark y Engvall, 1981).
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TABLA 1 PUBLICACIONES SOBRE ELISA CON protozoarios Y rickettsias DESDE 1980
Welland 1980 Babesia divergens
Weiland et al. 1980a Babesia divergens
Weiland et al. 1980b Babesla bovina
Rauch 1981 Babesia divergens
Barry et al. 1982 Babesia bovis
Ebert 1982 Babesia rhodaini

- Goetz 1982 Babesia equi
Liddell et al. 1982 Babesia divergens
Hassane 1983 Babesia bovina y equina

~ Timms et al. 1983 Babesia bovis
Ulimann 1983 Babesia bovina
Aicher 1984 Babesia equi/caballi
Buschmann 1985 Babesla patégena humana
O’Donoghue et al. 1985 Babesia bigemina
Winger and Canning 1985 Babesia divergens
Barry et al. 1986 Anaplasma marginale
Jidaisho et al. 1986 Babesia ovata

 Welland 1986 Babesia equina
Zweygarth et al. 1986 Trypanosoma brucel
Callle 1987 Trypanosoma, babesia

- James et al. 1987 Pl. falciparum, B. bovis

'Lang et al. 1987 Eperythrozoon ovis
Montealegre et al. 1987 Babesia bovis
Reiter et al. 1987 Trypanosoma theileri
Steuber et al. 1987 Trypanosoma
Tenter 1987 Sarcocystis muris
Waltisbuhl et al. 1987 Babesia bovis

Beler et al. 1988 Plasmodia
Collins et al. 1988 Plasmodium malariae
Duzgun et al. 1988 Anaplasma marginale
Gottstein et al. 1988 Leishmania donovani

' Jongejan et al. 1988a Trypanosoma congolense
Jongejan et al. 1988b Piroplasmosis bovina
Nakamura et al. 1988 Anaplasma marginale

- Shimizu et al. 1988 Thelleria sergenti
Tenter 1988 Sarcocystis muris
Kachani 1989 Theileria annulata
Srivastava et al. 1989 Plasmodia

' Zwernemann 1989 Babesia bovis

'Nierlich 1990 Babesia bovis
Boese et al. 1990 Babesia bovis
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2.2.2 El empleo de ELISA en Protozoologia

El uso de ELISA en Protozoologfa ha tenido un fuerte incremento en los Gltimos afios. La Tabla 1 presenta
una lista (incompleta) de publicaciones sobre este tema desde 1980.

2.23 ELISA B. bovis

Barry et al. (1982) fueron los primeros en describir el uso de la prueba ELISA en el diagnéstico serologico
de las infecciones con B. bovis, basado en antigeno lisado. Ellos encontraron una concordancia de 95.2%
en relacion con los resultados del IFAT y un grado més alto de sensibilidad en ELISA. No se presentaron
reacciones cruzadas con B. bigemina, A. centrale y Theileria spp. Timms et al. (1983) utilizaron con éxito
la prueba de ELISA para el monitoreo serol6gico de reacciones de vacunacion y desaffo de infecciones.

Los resultados de investigaciones posteriores fueron publicados por Waltisbuhl et al. (1987). Se compararon
varias fracciones de antigenos lisados, separados mediante filtracion en geles, utilizando sueros que habian
sido absorbidos con antigenos negativos elaborados a partir de protefnas de eritrocitos. Ocurrieron
reacciones cruzadas s6lo con sueros de A. marginale. Los anticuerpos se demostraron hasta cuatro ainos
después de la infeccién en el 80% de los animales examinados.

Caille (1987) utiliz6 ELISA con antigeno de B. rodhaini para el diagnéstico de babesiosis bovina en Somalia.

Montealegre et al. (1987) emplearon ELISA (ensayo inmunoenzimatico de doble sitio) para demostrar
antigenos, con el fin de probar la reactividad de aislamientos de varias cepas suramericanas de B. bovis.
Se observaron reacciones cruzadas de antigenos de B. bigemina con IgG especffica para B. bovis.

James et al. (1987), emplearon una prueba similar para Investigar la naturaleza de reacciones cruzadas
entre B. bovis y Plasmodium falciparum, cuya ocurrencia hablan observado y las cuales habfan sido
pronunciadas después de infecciones agudas.

Boese et al. (1987), publicaron los resultados de investigaciones las cuales se habfan encaminado a clertas
mejoras de la prueba ELISA segun lo descrito por Waltisbuhl et al. (1987) y en particular al uso de un
antigeno recombinante y “una prueba de ELISA de cinética (KELA)" para procesamiento. Los resultados
de ambas pruebas tuvieron una buena concordancia; no ocurrieron reacciones cruzadas con B. bigemina,
A. marginale ni Th. orientalis.

2.3 Términos caracterizantes para las pruebas serolégicas

La vaga aplicacion de términos tales como "exactitud®, "precisién”, "sensibilidad”, etc., de pruebas
serolégicas pueden prestarse a confusiones al describir los resultados de investigaciones basadas en éstas
y segun Tijssen (1985), es dificil si no imposible interpretar y comparar resultados sin definiciones exactas.

Idealmente, la exactitud de todas las pruebas serolégicas deberfa establecerse comparando sus resultados
con aquellos de pruebas estandar conocidas (preferiblemente de una naturaleza biolégica diferente, a saber:
serologfa vs. microscopla, etc.), con el objetivo primordial de evaluar los porcentajes de reacciones
negativas o positivas verdaderas y falsas (Smith, 1990).
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2.3.1  Sensibliidad y especificidad

La sensibilidad (tasa de positivos verdaderos) de una prueba determinada, se define como el grado de
probabllidad de que un animal infectado reaccione positivamente cuando se efectia la prueba; la
~ especificidad (tasa de negativos verdaderos) es la expresion del grado de probabilidad de que un animal
no infectado reaccione negativamente. De ésto se desprende que, en una prueba con un bajo grado de
sensibilidad, la probabilidad de reacciones falsas negativas es alta, mientras que una prueba con un bajo
grado de especificidad produce porcentajes correspondientemente altos de reacciones falsas positivas. Los
~ resuitados negativos son més confiables en pruebas con alta sensibilidad; las pruebas altamente especfficas
aportan resultados positivos mas confiables (Smith, 1990). Las férmulas para el céiculo de niveles de
~ sensibilidad y especificidad se presentan en la Tabla 2 (Martin, 1977; Tyler y Cullor, 1989; Romatowski,
1989).

23.2 Exactitud

: Exactitud también denominada validez de una prueba, es el porcentaje de todos los resultados correctos
- (positivos y negativos) obtenidos por la prueba (Smith, 1990). Es la expresién del grado de probabilidad
- de que el resultado de una prueba sea correcto.

233 Prevalencia

El término prevalencia indica el porcentaje de animales infectados (positivos) dentro de una poblacion
investigada (Margolis, 1982).

2.3.4 Valor predictivo

El valor predictivo del resultado positivo o negativo de una prueba es el grado de probabilidad de que éstos
resultados sean correctos (Smith, 1990).

23.5 Repetibilidad y concordancia

El término "repetibilidad” se refiere al grado de conformidad de los resultados en repetidas pruebas con los
mismos componentes; concordancia, al grado de conformidad entre pruebas con diferentes componentes
(Smith, 1990). : '

23.6 Caracteristicas de las pruebas serolégicas y férmulas para el céiculo

Existen cuatro posibles combinaclones de resultados, dos de ellos correctos y dos falsos. Para el célculo

de sensibilidad, especificidad, exactitud, valor predictivo y prevalencia se utilizan las letras a, b, ¢ yd (Smith,
1990), (Tabla 2).
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TABLA 2 CARACTERISTICAS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS

Resultado de la Estado del animal
Prueba
Infectado No infectado
positivo a b

positivo verdadero falso positivo

negativo c d
falso negativo negativo verdadero
a+c b+d

Férmula para calculo de:

a d
Sensibilidad = Especificidad =
a+c b+d
a+d a+c¢
Exactitud = Prevalencia =
a+b+c+d a+b+c+d
a
Valor predictivo, prueba positiva =
a+b
d
Valor predictivo, prueba negativa =
c+d
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materlales
3.1.1  Antigenos
3.1.1.1 Antigeno B. bovis australiano (Antigeno A)

Este antigeno habla sido puesto a disposicion del Instituto por el Dr. Waltisbuhl en Mayo de 1989. Se hablfa
aislado de un bovino infectado en Queensland, Australia, el 12/12/1988 y se procesé segun el método
descrito por Goodger et al. (1983).

3.1.1.2 Antigeno B. bovis colombiano (Antigeno B)

Tropberger (1987) y Zips (1967) describieron el antigeno colombiano utilizado en la presente investigacion.
Habfa sido aislado en @ Instituto de Parasitologfa, Hannover (llamado el Instituto en el siguiente), a partir
de garrapatas recibidas del Chind, Cérdoba, Colombia en 1986 y se propagé en suspension de cultivo de
eritrocitos durante varios afios. El cultivo habla sido realizado segun la técnica de microaeréfila en fase
estacionaria (MASP) (Levy y Ristic, 1980) en microplacas con 24 celdas cada una y con 5% de CO2 en el
aire, a 38 °C y una humedad relativa superior a 90%. El medio de cultivo fue RPMI 1640 (Flujo) con HEPES
buffer m&s 40% de suero bovino, penicilina-estreptomicina, carbonato de sodio, L-glutamina y HCl. El
medio se cambi6 a diario. La produccién del antigeno se describe en el numeral 3.2.1.2. 'El antigeno se
empled sin fraccionar.

3.1.1.3 Antigeno de eritrocitos no infectados (Antigeno C)

El antigeno C se produjo a partir de una combinacion de eritrocitos de 24 bovinos de 6 a 9 meses de
edad. Se empled segun lo descrito por Doerr y Geiger (1988) y por Duzgun et al. (1988).

3.1.2  Sueros

3.1.2.1 Sueros negativos

Se examinaron 57 sueros de 31 bovinos del instituto por la prueba de ELISA, algunos de ellos ya habian
servido como controles negativos en investigaciones anteriores. Los niveles de corte se establecieron con
base en sus densidades 6pticas (DO) méas tres veces la desviaciOn estandar. En cada una de las
microplacas para ELISA se mantuvo uno de estos sueros como control negativo.

3.1.2.2 Sueros de bovinos experimentales provenientes del Instituto

Se contd con 17 sueros de 17 bovinos que hablfan sido infectados experimentalmente con B. bovis entre

1982 y 1988. En las microplacas se mantuvieron como controles positivos los sueros de dos de estos
animales (2 celdas cada uno).
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3.1.2.3 Sueros definidos procedentes de Queensiand (Australia)

Los sueros se recibleron de Australia, procedentes de 19 animales que habfan sido infectados con Theileria
orientalis, de 11 animales infectados con B. bigemina y 10 infectados con A. marginale. Los sueros
hablfan sido analizados en Australia mediante la prueba IFAT y también con dos fracciones diferentes de
antigeno B. bovis - por la prueba ELISA (Nierich, 1990).

3.2.1.4 Sueros definidos procedentes de lsrael

También se recibieron 135 sueros de 23 animales que habfan sido utilizados en Israel en 1988/89 durante
un experimento de vacunacién/desafio y que habfan sido luego analizados en forma repetida (IFAT,
parasitemia, clinica) (Zwernemann, 1989).

3.1.2.5 Sueros de campo procedentes de Cérdoba, Colombia

De un total de 1191 sueros los cuales habian sido colectados durante una investigacion de campo en el
Departamento de Cérdoba, se analizé una muestra de 332 mediante la prueba ELISA. Estos sueros habfan
sido examinados anteriormente por Zips, 1990 (IFAT) para infecciéon de B. bovis. Un porcentaje moderado
de estos sueros mostrd signos de deterioro en varios grados (consistencia y color).

3.1.2.6 Sueros de campo procedentes del Vaile del Cauca (Valle), Colombia

También se dispuso de 309 sueros de 60 animales procedentes de una finca localizada en el Valle del
Cauca, en el sur-occidente de Colombia, los cuales hablan sido recolectados en 1988/89 durante una
investigacion de campo realizada alif (Zintz, 1990) y se habfan analizado mediante las pruebas IFAT para
B. bovis y de aglutinacién rapida para infeccién de A. marginale.

3.1.3  Materiales empleados

Conjugado: IgG antibovina marcada con peroxidasa*
Sustrato: acido-5-amino hydroxybenzoico (5-As)**
Buffer de cobertura: solucién tampén carbonato, pH 9.6

Reactivo de bloqueo: Buffer de cobertura mas leche en polvo al 5% (p/v)***

Buffer de dilucién: PBS**** (sin potasio), pH 7.2, con suero equino al 1% (v/v)***

Buffer sustrato: Fosfato de sodio/sodio-EDTA-buffer

Solucién de lavado PBS (sin Potasio), pH 7.2, con Tween 20 al 0.05% (v/v)

Microplacas: Greiner ELISA-Platten Kd, alta capacidad de adhesion, No. 655061
* Jackson Immunoresearch Lab.

* Merck (Art. No. 820095), purificacién segun Ellens y Gielkens, 1980).
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32 Métodos
3.2.1  Preparacion del antigeno
3.2.1.1 Antigeno australiano (Antigeno A)

El antigeno australiano fue suministrado por Waltisbuhl en mayo de 1989; se habfa preparado siguiendo
el procedimiento descrito por Goodger et al. (1983), ésto es, la sangre infectada con B. bovis se concentrd
primero mediante lisis selectiva en solucion hipoténica de NaCl, hasta contener finaimente 95% de eritrocitos
parasitados. Este concentrado se lisé luego utilizando cinco veces su volumen de agua bidestilada helada.
Después de centrifugar a 10.000 g y 4 °C durante 60 minutos, el sobrenadante se conservé en porciones
de 20 microlitros a -70 °C, para ser utilizado posteriormente a una dilucion de 1,/600 (correspondiente a un
contenido de proteina de 8 microgramos/ml) en la prueba de ELISA. Para establecer la dilucién 6ptima,
el antigeno y el conjugado se sometieron a una titulacién cruzada usandose una dilucién constante del
suero de 1/200 y se determin6 la combinacién de las diluciones la cual produjera una DO de 1.0 a una
longitud de onda de 490 nm.

3.2.1.2 Antigeno colombiano (Antigeno B)

Con el fin de obtener una cantidad suficiente de antigeno, el material disponible del cultivo de B. bovis (80
a 100 ml, hematocrito aproximadamente 10%, 5% a 8% eritrocitos parasitados), se centrifug6, (1.500 g, 4
°C, 10 minutos) en PBS estéril (pH 7.2), tres veces y el sobrenadante se descartd. Ese procedimiento se
repitid a intervalos de una semana durante un perfodo de tres meses. Los eritrocitos no infectados del
Gitimo sedimento, se lisaron en forma selectiva, adicionando 9 veces el volumen de soluci6n salina estéril -
helada (0.06 mol, correspondiente al 0.35%); el proceso de lisis se interrumpié después de 30 minutos
mediante la adicién del mismo volumen de PBS estéril (pH 7.2). Después de otra centrifugacién (4.000 g,
4 °C, 30 minutos), el sobrenadante y la capa de eritrocitos lisados se descartaron y el botén oscuro de
sedimento (eritrocitos parasitados y babesias libres) se suspendi6 nuevamente en 2 mi de PBS estéril y se
mantuvo a -20 °C.

Para un procesamiento posterior, se descongeld el material colectado y los eritrocitos parasitados se
lisaron adicionando 9 veces el volumen de agua helada bidestilada a la vez que se agitaba suavemente el
material. La lisis se interrumpi6é después de un minuto, agregando 1/10 del volumen de PBS 10 veces
concentrada, seguida por centrifugacién (4.000 g, 4 °C, 30 minutos). El sobrenadante y la capa:-de los
eritrocitos se removieron y el botén oscuro de sedimento de merozoitos libres se resuspendi6 en 4 mi de
PBS estérit (pH 7.2). La suspensién se expuso luego a ondas ultras6nicas (MSE 150 vatios, desintegrador
ultrasénico MK2), mientras se enfriaba en hielo, durante perfodos de 10 segundos e intervalos de 10
segundos cada uno, a una amplitud maxima de 10 mamp. Enseguida se ultracentrifugé (35.000 g, 4 °C,
20 minutos). Luego, con una pipeta, se extrajo el sobrenadante, se dividié en porciones y se mantuvo a -
70 °C. La dilucién de trabajo en el buffer de cobertura se determiné segtin lo descrito para el Antigeno A
y resultd ser 1/600 (correspondiente a un contenido de proteina de 4.2 micrograms/mi).

*hk p/v = peso/volumen
v/v = volumen/volumen

****  Solucién salina tampén (buffer) de fosfatos
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3.2.1.3 Antigeno negativo conocido (Antigeno C)

El pool de eritrocitos no infectados se liso en nueve veces el volumen de agua helada bidestilada y por
ultrasonido y se ultracentrifugé segun lo descrito para el antigeno B. El antigeno C se diluy6 hasta obtener
la misma densidad Optica con el suero de referencia negativo, como en el caso de los Antigenos A y B
(1/1.000 en este caso, contenido de proteina 30 microgramos,/ml).

3.22 Cobertura de las microplacas

En las columnas 1, 3, 5, 7, 9y 11 de la microplaca se aplicé la cantidad de 100 microlitros de Antigenos
A o B respectivamente; en las columnas 2, 4, 6, 8, 10 y 12 se coloc la misma porcién de Antigeno C.
Luego se cubri6 la microplaca con una lamina de aluminio adhesiva y se incubé durante toda la noche a
4 °C.

3.2.3 Bloqueo de los receptores libres

Las microplacas se desocuparon y luego se llenaron las celdas, sin previo lavado, con 200 microlitros de’
reactivo de bloqueo (buffer de cobertura méas leche en polvo al 5%), después se cubrieron nuevamente
con la lamina de aluminio adhesivo y se incubaron durante 1 hora a 37 °C.

3.24 Lavado

Las microplacas se desocuparon y todas las celdas se llenaron con PBS-Tween (0.05%) y se incubaron
furante 10 minutos a temperatura ambiente. Este procedimiento se repitié dos veces. Después se secaron
.cudiéndolas sobre un material absorbente.

3.25 Aplicacién del suero

Después del ultimo lavado y secado de las microplacas, se aplicé el suero (dilucién de 1/200 en PBS mas
suero equino al 1%), de tal manera que las celdas de un suero més el antigeno positivo y las celdas de un
suero mas el antigeno negativo quedaran a lado y lado en una fila. Las dos primeras columnas (A1/A2
hasta H1/H2) de cada microplaca se reservaron para los controles. En cada una de las celdas se aplicaron
100 microlitros de suero. Luego se cubrieron con la ldmina de aluminio adhesivo y se incubaron durante
dos horas a 37 °C. Después de ésto, se lavaron segun lo descrito anteriormente.

3.26 Incubacién del conjugado

La dilucion de trabajo del conjugado se determiné junto a aquella de los antigenos, por titulacion cruzada
de acuerdo con lo descrito en el numeral 3.2.1.1. Esta se estableci6 en 1/1.000. Después de diluir en
concordancia el conjugado con el PBS mas suero equino al 1%, se colocaron 100 microlitros en cada
celda. Las microplacas se cubrieron con la ldmina de aluminio adhesiva y se incubaron durante 1 hora a
37 °C. Finalmente, se lavaron nuevamente las microplacas.

3.2.7  Aplicacion del sustrato

El sustrato se disolvi6 a una proporcién de 1 mg/ml en buffer sustrato y se calent6 al bafio Marfa a 56 °C.
Se dejé enfriar a temperatura ambiente y luego se adicioné H,0, al 0.1%. Este fluido se agité brevemente
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y se pipetearon 100 microlitros en cada celda. Después se incubé la microplaca durante 20 minutos a
temperatura ambiente en un agitador.

3.28 Lectura de los resultados

Los resultados de la prueba se leyeron inmediatamente después de haber finalizado el periodo de
incubacién, utilizando un Inmunoreader NUNC (NJ-2.000) a una longitud de onda.de 490 nm.

3.29 Procesamiento de los datos obtenidos

Los datos obtenidos en el lector de ELISA via unafermoimpresora se grabaron en un computador y para
cada suero se calcul6 la diferencia de la DO entre el antigeno C (de eritrocitos negativos conocidos) y los
antigenos A y B respectivamente. Estas diferencias de DO se utilizaron luego en las evaluaciones
siguientes.

3.2.10 Estadistica

La comparacion de los resultados cualitativos obtenidos con los sueros bajo investigacién en la prueba
IFAT y entre los de ELISA de los antigenos A y B se realizé empleando el método Chi-cuadrado.

Los antigenos A y B también se compararon por andlisis de regresion lineal y la determinacion de
correlaciones utilizando el coeficiente de correlacion Bravais. Se aplicd la prueba t para evaluar las

desviaciones entre los promedios de las dos muestras. Las formulas para estos procedimientos biométricos
fueron publicadas por Rundfeld (1976).

4 RESULTADOS

4.1 Determinacién de los niveles del punto de corte

4.1.1 Antigeno A (Australia)

Se encontré un promedio aritmético de 0.004 y una Desviacién Estandar (DE) de 0.044 para las Diferencias
de Densidad Optica (DDO) al analizar el antigeno A frente al conjunto de sueros hegativos conocidos. El
promedio més tres veces la DE result6 en 0.128 para el nivel de corte entre negativo y positivo.

4.1.2 Antigeno B (Colombia)

Para el antigeno B, el promedio aritmético para las DDO fue de 0.31 y la DE de 0.043, resultando en un nivel
de corte de 0.160.
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4.2 Sueros de animales infectados experimentaimente
4.2.1 Respuesta serolégica a la infeccién con B. bovis

Para el andlisis mediante la prueba ELISA se dispuso de sueros de 10 bovinos del Instituto, tomados
cuando se encontraban en la fase aguda de reaccion a la Infeccion experimental con B. bovis. En 9 de
estos animales, las primeras reacciones positivas ocurrieron entre los dias 9 y 21 post Iinfectione (p.i.).
Un animal, del cual se obtuvo el suero solamente hasta el dfa 20 p.i. mostré un aumento del promedio de
las DDO, pero ésta no alcanz6 por completo el nivel de corte establecido. Los sueros de dos animales se
mantuvieron a disposicién hasta el dia 185 y 250 p.i. respectivamente. En ambos casos las DDO estuvieron
aun claramente por encima de los niveles de corte en estos dfas.

4.2.2 Examen para reacciones cruzadas

Los sueros a ser examinados para reacciones cruzadas, se obtuvieron de 153 animales previamente
infectados con B. bigemina, B. divergens, A. marginale y Thelleria spp. Los resuitados se presentan en
la Tabla 3.

TABLA 3 EXAMEN PARA REACCIONES CRUZADAS EN SUEROS BOVINOS CON LOS
ANTIGENOS A y B EN LA PRUEBA ELISA

No. positivos con Antigeno

Sueros Origen N A B
B. bigemina Instituto Parasitologla Hannover 24 0 0
B. divergens Instituto Parasitologia Hannover 55 0 L
A. marginale Instituto Parasitologla Hannover 22 0 1**
Th. annulata Instituto Parasitologia Hannover 12 0 0
B. bigemina Queensland, Australia 11 0 0
A. marginale Queensland, Australia 10 L Rl L Rl
Th. orientalis Queensland, Australia 19 0 0

*  DDO . Antigeno A: 0.017 Antigeno B: 0.193

** DDO Antigeno A: -0.022 Antigeno B: 0.645

*** DDO Antigeno A: 0.365 Antigeno B: 0.222

4.2.3 Comparacion de los resultados de IFAT y ELISA en sueros de israel

Se efectué una comparacién cualitativa de los resultados de IFAT y ELISA, utilizando los sueros definidos
en Israel (135 de 23 animales, ver numeral 3.1.2.4). Los resultados se presentan en la Tabla 4. La prueba
simple de Chi-cuadrado, para comparar frecuencias esperadas (resultados IFAT) con las frecuencias
obtenidas en la prueba ELISA presenté un valor de 0.761 para el Antigeno A de ELISA y de 0.467 para el
antigeno B, permaneciendo ambos bien por debajo del nivel de significancia (< 0.05) de 3.84, mostrando
asi que, cualitativamente no hubo desviaciones significativas entre los resultados de las dos pruebas.
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TABLA 4 COMPARACION CUALITATIVA DE LOS RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE IFAT
Y ELISA EN 135 SUEROS DE ISRAEL

Positivos IFAT Coincidentemente positivos ELISA
Antigeno A Antigeno B
Total N 135 61 (45.2%) 56 (41.5%) 57 (42.2%)

Todos los titulos de IFAT de aquellos sueros que fueron negativos en la prueba ELISA estaban en los
grados (log 4) de 1/64 y 1/256; no se presentaron resultados desviados en los titulos por encima de este
nivel hasta el maximo de 16.384 registrado. Todas, excepto una de las reacciones que fueron
desviadamente negativas en la prueba de ELISA ocurrieron en sueros tomados antes del dfa 21 p.i; el animal
que hizo la excepcion seroconvirtié s6lo después de la infeccién de desafio.

Los resultados de aquellos sueros de Israel que hablan reaccionado positivamente en la prueba ELISA se
utilizaron para una comparacion cuantitativa de los antigenos A y B mediante andlisis de regresion (Figura
1). Su correlacion fue muy buena (r = 0.977, ¥ = 0.954). La comparacién del promedio de las DDO en
la prueba t arrojaron un valor de 0.466, una cifra muy por debajo del limite para una desviacién significativa
(p <0.05) entre los promedios para los sueros positivos con los antigenos A y B.

4.2.4 Caricteristlcas de la prueba ELISA para B. bovis

Para el calculo de las cifras caracterizantes (segun lo descrito en el numeral 2.3) para la prueba, se utilizaron
todos los sueros de los bovinos del Instituto de Parasitologlfa, previamente infectados en forma experimental
(todos ellos procedentes de la parte norte de Alemania, donde no hay ocurrencia de B. bovis), habiéndose
establecldo su estado de infecci6n sin lugar a dudas mediante la demostracién de parasitemia y reaccién
clinica (usualmente mas bien severa), mientras que el estado de no-infectados de los controles negativos
habfa sido confirmado por la prueba IFAT. Ademds se incluy6 un grupo de sueros de Israel, de animales
que habfan participado en un ensayo de vacunacion y desaffo de B. bovis, los cuales también habfan sido
examinados repetidamente (parasitemia, reaccion clinica, IFAT). Los sueros restantes positivos y negativos
conocidos provenian de Australia y se habfan definido alll.

Por lo tanto se puede considerar que la metodologla utilizada en la presente investigacion para la
caracterizacion de la prueba ELISA para B. bovis corresponde al requerimiento de basarse en
procedimientos de pruebas biolégicamente diferentes del método bajo escrutinio.

Los resultados de la caracterizacion de la prueba ELISA para B. bovis se obtuvieron de tres fracciones
del total del grupo de sueros, principaimente (1) un total de 800 sueros incluidos, empezando con el dia
1 p.l. y de este modo simulando una situacién epidemiol6gica estandar; (2) sueros tomados después del
dia 20 p.i.; (3) sueros tomados después del dia 29 p.i., asf hasta llegar a una evaluacién de los intervalos
que se esperaban para que la prueba desarrollara su sensibilidad serol6gica completa y sobre las
implicaciones de ésta para la epidemiologia practica.
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FIGURA 1 ANALISIS DE REGRESION LINEAL PARA LA COMPARACION DE LOS ANTIGENOS
A (AUSTRALIA) Y B (COLOMBIA) UTILIZANDO SUEROS POSITIVOS CONOCIDOS
PROCEDENTES DE ISRAEL (Differenz-OD = DDO)

En Ja tabla 5 se presentan los resultados. Las caracteristicas sobresalientes son:

- el hecho de existir una muy buena concordancia entre los dos antigenos A yB,

- el hecho de haber sido extremadamente baja la tasa de reaccién de falsos positivos e igual en
todos los tres grupos, indicando asf un nivel de especificidad de la prueba muy alto (> 98%),

- unnivel de sensibilidad de 70% en el total de sueros que se incrementé a mas del 90% cuando
se excluyeron los sueros tomados durante las tres primeras semanas p.i.
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‘ 4.2.5 - Resultados del examen de sueros de campo de origen colombiano
4.2.5.1 Sueros de campo de Cérdoba (norte de Colombia)

Un total de 332 sueros de campo de Cérdoba/Colombia se someti6 a examenes comparativos por las

pruebas IFAT y ELISA; el 54.8% habla sido positivo a IFAT en investigaciones anteriores. En ELISA se

encontré un 50.6% positivo al antigeno A y de 52.4% para el antigeno B (Tabla 6). Al comparar los

resultados cualitativos en la prueba de Chi-cuadrado, el valor para IFAT/ELISA, Antigeno A fue de 2.38,

aquel para IFAT/ELISA, Antigeno B fue 0.78. No se present6 desviacion significativa de los resultados de
- IFAT de aquellos de ELISA, siendo el limite para ésta de 3.84 (< 0.05).

\ Al considerar las desviaciones entre los resultados de las pruebas IFAT y ELISA con los antigenos A y B
| en relacion con los niveles de los tftulos IFAT (Tabla 7), sobresalen dos hechos, a saber:

- que existe una concordancla absoluta entre los patrones de la desviacion en la prueba de
ELISA entre los dos antigenos, a excepcion de la categorfa IFAT 1/10 negativo y ELISA positivo
con un efecto correspondiente en el subtotal,

- que el porcentaje méas alto de las desviaciones (35.53%) se presenta en la categorfa IFAT
positivo/ELISA negativo al nivel méas bajo del tftulo de 1/20, descendiendo gradualmente a 0
al nivel de 1/640 para incrementarse luego a 12.5% al nivel de 1/1280.



TABLA & SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD, EXACTITUD Y VALOR PREDICTIVO DE B. bovis
ELISA CON LOS ANTIGENOS A (AUSTRALIA) y B (COLOMBIA), UTILIZANDO
SUEROS DEFINIDOS DE BOVINOS

ANTIGENO A
Sueros incluidos desde el dfa p.i.

1 21 30
Nr. (%) de sueros 800 (100) 688 (100) 653 (100)
Positivo verdadero 352 (29.0) 207 (30.1) 177 (27.1)
Falso positivo 5(0.6) 5(0.7) 5(0.8)
Falso negativo 99 (12.4) 12 (1.7) 7(1.1)
Negativo verdadero 464 (58.0) 464 (67.4) 464 (71.1)
Sensibilidad 70.1% 94.5% 96.2%
Especificidad 98.9% 98.9% 98.9%
Exactitud 87.0% 97.5% 98.2%
Valor predictivo resultado positivo 97.9% 97.6% 97.3%
Valor predictivo resultado negativo 82.4% 97.5% 98.5%
ANTIGENO B
Positivo verdadero 234 (29.5) 202 (29.4) 171 (26.6)
Falso positivo 7(09) 7(1.0) 7(1.1)
Falso negativo 97 (12.1) © 17 (25) 13 (2.0)
Negativo verdadero 462 (57.8) 462 (67.2) 462 (70.6)
Sensibilidad 70.7% 92.2% 92.9%
Especificidad 98.5% 98.5% 98.5%
Exactitud 87.0% - 96.5% 96.9%
Valor predictivo resultado positivo 97.1% 96.7% 96.5%
Valor predictivo resultado negativo 82.2% 96.5% 97.3%
Columna No. 1 2 3
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TABLA 6 COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE LAS PRUEBAS IFAT Y ELISA de 332
SUEROS BOVINOS DE CAMPO PROCEDENTES DE Cordoba, COLOMBIA CON LOS
ANTIGENOS Ay B
IFAT ELISA
Antigeno A Antigeno B
‘ coincidentemente coincidentemente
N Positivos (%) N positivos (%) N positivos (%)
332 182 (54.8) 332 168 (50.6) 332 174 (52.4)
i Desviaciéon 4.2% 2.4%
TABLA 7 DESVIACION ENTRE LOS RESULTADOS DE LAS PRUEBAS IFAT Y ELISA
(ANTIGENOS A Y B) CON 332 SUEROS BOVINOS DE Cérdoba EN RELACION CON
LOS TITULOS IFAT
" IFAT NEGATIVO ELISA POSITIVO
Antigeno A Antigeno B
n n % n %
1/10 negativo 125 15 12.0 18 144
1/10 positivo 25 6 240 6 24.0
. Total 150 21 140 24 160
IFAT POSITIVO ELISA NEGATIVO
n n % n %
1/20 17 6 35.3 6 35.3
-1/40 35 16 29.1 16 29.1
1/80 30 6 200 6 200
1/160 24 3 125 3 125
1/320 28 3 10.7 3 10.7
1/640 20 0 - 0 -
1/1280 8 1 125 1 125
" Total 182 35 192 35 192
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E! total de las desviaclones de los resuitados de ELISA de los obtenidos en la prueba IFAT fue 19.2% en
ol caso de IFAT/positivo vs. ELISA/negativo y 14.0% y 16.0% respectivamente para IFAT/negativo vs.
ELISA/positivo.

Los resultados obtenidos con los dos antigenos ELISA A y B, de los cuales el Ultimo se consideré era
homélogo a los sueros examinados (ambos procedentes de la misma &rea de Colombia), se compararon
luego utilizando la prueba de regresion lineal (Figura 2) y con la prueba t. Las desviaciones de los
promedios de las DDO arrojaron un valor de la prueba t de 3.353 el cual es evidentemente significativo y
aun se acerca al limite para una desviacion altamente significativa (3.390; p<0.001).
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FIGURA 2 ANALISIS DE REGRESION LINEALPARA COMPARARLOS ANTIGENOS A (Australia)
y B (Colombia) FRENTE A SUEROS POSITIVOS DE Cérdoba (Colombia) (Differenz-
OD = DDO)
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4.2.5.2 Sueros de campo del Valle del Cauca (sur-occidente de Colombia)

Los resultados de las pruebas IFAT y ELISA con ambos antigenos A y B, empleando un grupo de 309
sueros de campo del Valle del Cauca se presentan en la Tabla 8.

TABLA 8 COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE 309 SUEROS BOVINOS DEL VALLE DEL
CAUCA, COLOMBIA, ANALIZADOS SEGUN LAS PRUEBAS IFAT y ELISA CON LOS
ANTIGENOS A Y B DE B. bovis

IFAT ELISA Antigeno A Antigeno B
positivo positivo positivo
(%) (%) (%)
28/309 32/309* 32/309**

©.1) (10.9) (10.4)

Después de repetir la prueba IFAT con los sueroé anteriormente negativos (hecho en el campo):

33/309 32/309*** 32/309****
(10.7) (10.4) (10.4)
* 4 sueros (1.3%) desviadamente positivos

** 5 sueros (1.6%) desviadamente positivos; 1 suero (0.33%) desviadamente negativo
ol 1 suero (0.3%) desviadamente negativo
**** 2 sueros (0.6%) desviadamente negativos; 1 suero (0.3%) desviadamente positivo

La Figura 3 muestra el resultado de comparacion de ELISA antigenos A y B basados en los sueros positivos
a ELISA procedentes del Valle del Cauca, utilizando andlisis de regresion lineal. El valor-t calculado a partir
de los promedios de las DDO fue de 0.504, indicando que -contrario al caso de los sueros de Cérdoba- no
hubo diferencia significativa en las reacciones de los antigenos A y B. Esto permite la conclusién que el
Antigeno B (de otra regién dentro de Colombia) debe ser considerado como heterélogo para los sueros
del Valle del Cauca, al igual que el antigeno A de Australia.
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FIGURA 3 ANALISIS DE REGRESION LINEAL PARA LA COMPARACION DE LOS ANTIGENOS
A'Y B, EMPLEANDO SUEROS POSITIVOS DEL VALLE DEL CAUCA (Differenz-OD
= DDO)
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5. DISCUSION

8.1 Técnica ELISA

Las diluciones de los antigenos y conjugados se determinaron por titutacién cruzada para cada lote. Se
empled leche en polvo como reactivo de bloqueo porque era mas barata y facll de manejar; Mohammad
y Esen (1989) la han utilizado y preferido a otros agentes dondequiera que se ha considerado necesario
el bloqueo.

Se desisti6 de la titulacion de los sueros, segun lo practicado en la prueba IFAT, ya que Barry et al. (1982,
1986) habfan demostrado conformidad (estadisticamente significativa) entre los tftulos y la "marcacion de
ELISA" (densidad optica) en la dilucion de trabajo y debido a que la titulacion habria causado considerables
gastos (microplacas, reactivos, mano de obra).

Se requiri6 que la preparacion del antigeno fuera simple. Después del aislamiento de los merozoitos, de
la lisis ultrasénica y la ultracentrifugacion, se utilizé el sobrenadante como el antigeno-ELISA; no se estimo
necesaria la separacién de la hemoglobina.

Varios autores (Timms et al., 1983; Barry et al, 1986; Waltisbuhl et al., 1987; Duzgun et al., 1988)
describleron problemas con fuertes reacciones no especfficas en sueros negativos asumiendo que estas
habfan sido causadas por reacciones del anticuerpo con proteina del eritrocito en el antigeno; o por
reacclones del conjugado no especffico con inmunoglobulinas diferentes a IgG (Boese et al., 1990). Los
anticuerpos contra proteinas del eritrocito aparecen después de repetidas inoculaciones con vacunas de
sangre como aquellas utilizadas para el control de A. marginale y B. bovis (Osterhoff y De Vos, 1977
Timms et al., 1983; Barry et al., 1986). Los intentos para eliminar estas reacciones mediante el uso de varias
técnicas de bloqueo o la incubacion de los sueros antes de utilizarlos con proteinas de eritrocitos no
infectados (Waltisbuhl te al., 1987) fracasaron. Boese et al. (1990) tuvieron més éxito al usar un antigeno
recombinante y un conjugado de IgG anti-bovina monocional.

Hasta la fecha no se ha descrito como aplicada a B. bovis la técnica de emplear la diferencia de la
densidad 6ptica calculada, es decir la diferencia entre las densidades pticas de las reacciones con control
sin antigeno y aquello del agente causal, como se hace en el diagndstico viral y el de A. marginale (Doerr
y Geiger, 1988; Duzgun et al, 1988). Los autores citados encontraron reacciones no especfficas
significativamente reducidas, total ausencia de resultados falsos negativos, 3% de falsos positivos y
reacciones cruzadas en 2% de los sueros de B. bovis y 4% de los de B. bigemina.

A pesar de requerirse una mayor cantidad de microplacas de ELISA para este procedimiento, parecio ser
una forma simple de demostrar reacciones que no eran causadas por el antigeno de babesia. La prueba
demostré que, al utilizar sueros negativos y positivos, se presentaron reacciones con el antigeno C (de
eritrocitos no infectados) con densidades Opticas superiores a 1.0 (nivel de corte > 0.160) en unos pocos
casos. Con los sueros de animales infectados con B. bovis, las reacciones con los antigenos A y B de B.
bovis fueron mucho mas fuertes que con el antigeno C y se consideraron positivas sobre esta base. En
la Tabla 9 se presenta un ejemplo de 28 sueros negativos, demostrando que la amplitud de variacién al
igual que las diferencias promedias de la DO de los antigenos A y B fueron més bajas que las densidades
Opticas absolutas. La extensién de los resultados en el grupo de estos sueros fue mucho mas reducida.
Ademds, la evaluacion 6ptica directa de las reacciones de sueros individuales con los antigenos de B. bovis
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contra aquellos con el antigeno C -excepto en casos marginales- permitié valoraciones cualitativas tentativas
ya antes de efectuar la medicién fotométrica.

TABLA 9 DENSIDADES OPTICAS (DO) Y DIFERENCIAS EN DENSIDADES OPTICAS (DDO) DE
LOS ANTIGENOS A Y B DE B. bovis EN LA PRUEBA DE ELISA UTILIZANDO 28
SUEROS BOVINOS NEGATIVOS

DO Minimo Méaximo Ampiitud* Promedio
Antigeno A 0.035 0.419 0.384 0.227
Antigeno C 0.027 0.056 0.479 0.254
Diferencia DO** 0.160 0.080 0.240 -0.028
Antigeno B 0.094 0.451 0.357 0.276
Antigeno C 0.022 0.540 0.518 0.268
Diferencia DO** -0.129 0.075 0.204 0.008

*  Diferencia minimo/méximo
**  Promedios de DDO del Antigeno A o B menos el promedio de las DDO del antigeno C

5.2 Comparacién con las pruebas de ELISA para B. bovis descritas por otros autores

En las presentes investigaciones, las primeras reacciones positivas se observaron en 33 bovinos infectados
experimentalmente con B. bovis después del dia 9 p.i.; después del dia 21 p.l. todos, excepto uno,
resultaron positivos. Uno de los animales permanecié disponible para exdmenes periédicos hasta el dfa
250 p.i. Durante éste periodo fue positivo sin haber sido reinoculado. Estos resultados son similares a
aquellos obtenidos por Waltisbuhl et al. (1987) y Barry et al. (1982), aunque el uitimo grupo de autores
observé la primera aparicién de anticuerpos unos pocos dias mas tarde. La persistencia de reacciones
positivas fue comparable.

No se observaron reacciones cruzadas con B. bigemina ni Theileria spp., pero entre 55 animales
infectados con B. divergens se present6 un suero con un nivel bajo de reaccion positiva (DO de 0.1 93) con
el presente antigeno B, mientras que con el antigeno A (DO 0.017) resulté negativo. Ademas, uno de 31
sueros de A. marginale reaccion6 marcadamente positivo con uno de los antigenos de B. bovis pero
resulté negativo en un examen de control posterior. La causa probablemente fue un error al pipetear o en
las microplacas. También, hubo una reaccién claramente positiva en un suero Australiano de A. marginale
con ambos antigenos A y B, que se cree se debi6 a la identificacién errada del suero o a una infeccién
adicional accidental con B. bovis del animal en cuestion; la DO observada en este caso fue demasiado alta
para una reaccion cruzada. Probablemente se puede asumir, por lo tanto, que no hubo reacciones
cruzadas con A. marginale en la presente investigacion.

La prueba de ELISA mostré una especificidad muy alta (98.9% con el antigeno A y 98.5% con el antigeno
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B) y una sensibiiidad del 70.1% para el antigeno A y de 70.7% para el B, con un nivel de precision del 87%.
Las cifras de sensibilidad y precision, sin embargo, probablemente se estan subestimando un poco debido
al hecho que el porcentaje de animales recién Infectados en el grupo experimental, que aiin no hablan
presentado seroconversién, fue desproporcionalmente alto comparado con las condiciones de campo
epidemiologicas normales. En cualquier-caso, et nivel de sensibllidad de la prueba se Increment6 a 94.5%
(antigeno A) y a 92.2% (antigeno B) el dia 21 p.i. y a 96.2% y 92.9% respectivamente el dia 30 p.i. La
sensibilidad de la prueba de ELISA fue influenciada marcadamente por el vacio temporal de deteccion
(méximo alrededor de tres semanas después de la infeccién), por lo tanto, puede considerarse por lo menos
dentro del rango normal, comparada con otras pruebas serolégicas.

La implicacion préctica de los hallazgos anteriormente descritos es que las cifras de prevalencia, calculadas
con base en los resultados de las pruebas de ELISA con sueros de estudios seccionales cruzados
(encuestas con sblo un muestreo de sangre; prevalencia de punto), seguramente subestimaran la
prevalencia real, mientras que aquellos obtenidos a través de repetidos exAmenes de sangre en estudios
longitudinales (prevalencia acumulada), tienden a acercarse a la realidad cuando, como en el caso de la
presente prueba de ELISA con B. bovis, la sensibilidad se aproxima eventualmente al 100%.

53 Comparacién de las pruebas de ELISA e IFAT

Mueller (1984) habla observado en varios experimentos que las seroconversiones en la prueba IFAT con
B. bovis ocurrian dentro de los 6 a 10 6 7 a 18 dfas p.i. y que los tftulos positivos persistian més de 100
dias p.i.. Ademés, observo que las reacciones cruzadas ocurriendo con otras Babesia spp. fueron débiles.
La autora considera que IFAT es lo suficientemente precisa como para empleara en estudios
epidemiol6gicos, no obstante, reconoce tres desventajas serias de la prueba, a saber: :

- la inestabilidad del conjugado FITC utilizado (posibilidad de separacién de la fluoresceina),

- el alto estrés del examinador al evaluar los resultados de la prueba (limite de 58 muestras por
difa),

- uncierto grado de variabilidad en la evaluacion de los resultados entre diferentes examinadores.

La existencia de estas desventajas ha sido observada también por otros autores (Tropberger, 1987; Zips,
1989).

Al comparar los resuitados de las pruebas con sueros de animales vacunados y desafiados, procedentes
de Israel, fue evidente que las desviaciones cualitativas entre IFAT (realizadas por Zwernemann, 1989, en
Israel) y ELISA, ocurrieron nicamente en los niveles més bajos de los titulos de 1/16 y 1/256 (log. 4) y s6lo
hasta el dia 21 p.i. La incidencia de este suceso fue baja en general (3.7% para el antigeno A y 3.0% para
el antigeno B). Después de la infeccién de desafio, la concordancia alcanzé el 100%. Las desviaciones
fueron ocasionadas por errores en la valoracion de los resultados de IFAT (principalmente relacionados con
clertas personas), o por evaluacién errénea de los resultados de ELISA en la zona de transposicion entre
reacciones altas/negativas y bajas/positivas. Esta fuente de error, mas bien comun, fue la causa de que
el valor predictivo de resultados negativos y positivos en la prueba de ELISA fuera inferlor al 100%.

En cuanto a los sueros de campo de Cérdoba (Colombia), el grado de concordancia entre la prueba de
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IFAT (realizado por Zips) y ELISA fue un poco més bajo. Las desviaciones fueron 4.2% (antigeno A) y
2.4% (antigeno B), es decir, en ELISA 14% de los sueros fueron desviadamente positivos y 19.2%
desviadamente negativos en el caso del antigeno A; 16 y 17% respectivamente lo fueron en el caso del
antigeno B. Las desviaciones fueron particularmente altas en clertos niveles de tftulos: de los sueros con
IFAT 1/10 positivos, s6lo el 24% resultaron positivos tamblén en la prueba de ELISA; a un nivel de titulos
(IFAT) positivos de 1/20, 35.3% reaccionaron negativamente a ELISA y a un nivel de 1/40 IFAT, 29%
resultaron negativos a ELISA. La causa de este niimero bastante alto de desviaciones, ademéas de las
dificultades conocidas en el juzgamiento de las reacciones del titulo bajo en la prueba IFAT, ciertamente
radicé también en la baja calidad de los sueros (7 afios de almacenamiento, descongelandolos varias
veces), lo cual debe haber influido tanto en los resultados de IFAT como en los de ELISA. Sin embargo,
debe hacerse énfasis en que la comparacién en general de los resultados del total de la muestra no mostr6
desviaciones significativas entre ambas pruebas y que en realidad, la de ELISA pudo haber reemplazado
la IFAT en las investigaciones anteriores.

Se obtuvo un resultado similar con un grupo de 309 sueros de campo del Valle del Cauca. En el primer
andlisis de estos sueros, 1.3% reaccioné desviadamente positivo con el antigeno A en la prueba de ELISA;
1.6% fue desviadamente positivo y 0.3% desviadamente negativo al antigeno B. La prueba IFAT en este
caso se habla realizado en el campo, en Colombia, donde las condiciones generales no eran las ideales.
Por lo tanto, todos los sueros que reaccionaron en forma desviada se analizaron nuevamente (IFAT y
ELISA), en el laboratorio de Hannover. En esta ocasion, en 4 de los sueros que habfan sido negativos a
IFAT y positivos a ELISA, se encontraron tftulos desde 1/40 hasta 1/80 (tftulo méaximo 1/160), asi que la
comparacién final entre ambas pruebas resuité en 0.3% de sueros desviadamente negativos en la prueba
ELISA, con el antigeno A y 0.6% y 0.3% desviadamente negativos y positivos respectivamente con el
antigeno B. De ésto se puede concluir que los resultados de ELISA tienen un grado mas alto de
repetibllidad que aquellos de la prueba IFAT. En B. bovis, la prueba ELISA es superior a la IFAT en lo
referente a la valoracion cualitativa de los sueros bovinos.

Una ventaja importante de la prueba ELISA comparada con la de IFAT, es la posibilidad de analizar grandes
cantidades de sueros en un dfa, al igual que el alto grado de objetividad de la prueba ELISA, debido al
hecho que la lectura se realiza en un fotémetro para dicha prueba, el cual puede conectarse a un
computador con el programa correspondiente y asf puede producir resultados estandarizados. Jacobsen
et al. (1982), Barlough et al. (1983, 1986) y Boese et al. (1990) han descrito las pruebas correspondientes
establecidas sobre la determinacién y juzgamiento de las reacciones cinéticas las cuales -por referencias
incluidas-efiminan posibles errores, tales como variaciones dlarias a través de las fluctuaciones de la
temperatura y el pH y de este modo facilitan la comparacion de resultados durante periodos prolongados
y entre diferentes laboratorios.

5.4 Comparacién de los antigenos A y B de ELISA

Varios autores (Callow et al., 1975, 1981), han efectuado comparaciones de resultados serologicos del IFAT
con cepas de B. bovis de diferentes regiones geogréficas. En estos casos, como también lo describié
Zuerner (1983), se registr6 un alto grado de concordancia serol6gica entre los aislamientos y una buena
comparabilidad de los titulos de la prueba IFAT. Montealegre et al. (1987) compararon varias cepas
suramericanas en una prueba de "ELISA de doble sitio" y encontraron que las reacciones mas fuertes
ocurrieron en los sistemas homélogos, es decir, entre un aislamiento dado (antigeno) y el (homéiogo)
anticuerpo que habla sido inducido por él.
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TABLA 10 COMPARACION ENTRE LAS REACCIONES DE LOS ANTIGENOS A (AUSTRALIA)
Y B (COLOMBIA) CON SUEROS DE B. bovis HOMOLOGOS Y HETEROLOGOS
Suero Antigeno A Antigeno B r+ e+ t
 lsrael heterslogo heterdiogo 0.98 0.96 0.47
| Cérdoba heterdlogo ~ homblogo 0.93 0.92 3.35%*
(Colombia) '
Valle heter6logo heterdlogo 09 0.92 0.50
~ (Colombla)

** significativo <0.05

.+ Coeficiente de correlacion Bravais

++ Valor-t para comparacion de promedios de la muestra
Limite para p <0.01 = 2.63, limite para p <0.001 = 3.39

- Durante la presente investigacion surgieron dos preguntas:

1. Los resultados obtenidos con el antigeno colombiano -después de cuatro afios de pasajes
continuos en cultivo de eritrocitos- son alin comparables con el antigeno que habfa sido obtenido
de animales recién infectados?

2. Existen diferencias en las reacciones de los antigenos con anticuerpos homélogos y heterdlogos?

Como se puede observar en la Tabla 10, la reaccién de los antigenos con sueros homélogos y heterélogos
tuvo basicamente (cualitativamente) muy buena concordancia, por lo que es importante anotar que el
. antigeno B se produjo a partir de cultivo de células. Asl, se comprob6 que un antigeno derivado de cultivo
' pudo ser utilizado en la prueba de ELISA sin esperar pérdida de reactividad. Esto se destaca también por
el hecho que el antigeno derivado de cuiltivo de células reacciond de una forma mas fuerte en el sistema

i homélogo (antigeno y suero de la misma area en Cérdoba) que en el sistema heterdlogo (antigeno de

" Australia y sueros de Cérdoba). De este modo, la estructura antigénica responsable de la reaccion de
ELISA habfa experimentado pocos cambios durante el periodo de cultivo. Mas aun, se comprobd que la

| sensibllidad de la prueba ELISA es lo suficientemente alta como para demostrar diferencias en las
reacciones entre los sistemas homélogo y heterblogo antigeno/anticuerpo.

6. CONCLUSIONES .

_El autor no est4 al tanto respecto a si la prueba IFAT para B. bovis ha sido formalmente evaluada en
' cuanto a su sensibilidad, pero se presume que la de ELISA, segun lo practicado en la manera descrita no
es inferior a la primera en lo que respecta a la sensibilidad. Esta es realmente superior a la IFAT en
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estudios epldemiolégicos debido a su més alto grado de objetividad en la valoracion de los resultados, en
particular cuando estén Iinvolucradas grandes cantidades de muestras. Se deben utizar computadores y
programas adecuados si se dispone de estos medios. Lo ideal serla conectar el fotémetro de DO
directamente al sistema de computador/programa como se menciond en el numeral 5.3. La "precision” de
la prueba ELISA es suficiente para investigaciones epidemiologicas, aunque no esta indicada para
diagnéstico clinico en animales individuales.

El uso de antigenos de cultivo de células es posible. La ventaja es que garantiza suministros continuos
a la vez que se economiza en animales experimentales (bovinos), los cuales implican un gran costo por su
precio y su mantenimiento. Cuando se aplica la técnica de suspensién de cultivo, segun lo descrito por
Timms y Stewart (1989), se pueden preparar grandes cantidades de antigenos en perlodos de tiempo
relativamente cortos.

Si se exige a diferentes trabajadores la comparacién de resultados cuantitativos de la prueba ELISA, es
necesario un procedimiento uniforme para el anlisis y la valoracion de los resuitados. Las comparaciones
cualitativas son posibles -como se demostré en el presente estudio- ain entre diferentes pruebas (tres
examinadores y las pruebas de IFAT y ELISA).

7. RESUMEN

Se describe el ensayo inmunoenzimético (ELISA) comparando dos antigenos de Babesia bovis (uno de
Australla y una cepa colombiana derivada de cultivo). Como resultado de ELISA, se utiliz6 la diferencia
entre las densidades 6pticas (DO) de los antigenos de B. bovis y la DO de un antigeno producido a partir
de eritrocltos no infectados.

Los anticuerpos contra B. bovis se detectaron no antes de 9 dias p.i. Los resultados positivos de la prueba
se optuviéron atn en el dfa 250 p.i.

Se observaron reacclones cruzadas con uno de los antigenos en uno de los 55 sueros de B. divergens,
més no con los sueros de bovinos infectados con A. marginale, B. bigemina o Theileria spp.

La concordancia de los resultados cualitativos de la pruebas IFAT y ELISA oscilaron entre 95.8% y 99.4%.
Las diferencias no fueron significativas (p > 0.05).

No se presentaron diferencias significativas en los resultados cualitativos de ELISA entre las cepas
australiana y la colombiana derivada de cultivo. Sin embargo, las reacciones de los sueros colombianos
con el antigeno homologo colombiano fueron significativamente més altas (prueba de t: 3.35) que con el
antigeno heterélogo australiano.

La prueba de ELISA es adecuada para estudios sero-epidemiol6gicos. Se recomienda la ayuda del
computador y la lectura cinética para investigaciones a grande escala realizadas en diferentes laboratorios.
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