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1. Introducciéon

En Colombia, el control de la garrapata del ganado Boophilus microplus, ampliamente
distribuida en todos los climas medios y calidos del pais, se ha basado principalmente en
el empleo continuado de compuestos quimicos acaricidas. Este enfoque ha resultado no sélo
costoso, sino que ha favorecido la presentacion de resistencia contra este parasito por parte
de los diferentes grupos de compuestos quimicos presentes en el mercado (organofosforados,
piretroides, carbamatos, formamidinas, etc.).

Adicionalmente, tal estrategia propicia la contaminacion del ambiente y la presencia de
residuos de compuestos quimicos en productos y subproductos de origen animal con destino
a la alimentaciéon humana. Sobre este tltimo punto y sobre sus implicaciones en los mercados
internacionales ya se ha formulado la alerta correspondiente (Thulner, 1997).

Como alternativa, desde hace varias décadas se han propuesto esquemas de manejo inte-
grado del problema, combinando el uso reducido de compuestos quimicos con herramientas
como: razas resistentes, remocion de animales susceptibles, especies de animales desfavora-
bles, pastos desfavorables, descanso de potreros, extractos de plantas, hongos y, iltimamente,
vacunas (Walker y col., 1988; Oliveros y col., 1996; Betancourt, 1996, 2001; Benavides y col.,
2001; Cassalett, 2001; FAO, 2003; Portela y col., 2003).

En Australia se desarrollo una vacuna a partir de una proteina (Bm86) del intestino de
la garrapata B. microplus, recombinada en FEscherichia coli. La vacuna es aplicada en ese
pais para el control de B. microplus, habiéndose liberado las versiones comerciales TICK
GARD® y TICK GARD PLUS® (Willadsen y col., 1995; Willadsen, 1997).

Posteriormente, investigadores cubanos (Rodriguez y col., 1995) desarrollaron una vacuna
contra el mismo pardasito, basada en la misma tecnologia, pero empleando para la recombi-
nacion la levadura Pichia pastoris. Esta vacuna fue introducida al mercado colombiano hace
casi una década con el nombre de GAVAC®); sin embargo, debido principalmente a que no
se educo en forma adecuada al ganadero sobre el modo de acciéon de la misma, no tuvo el
éxito comercial esperado.

LIMOR DE COLOMBIA S.A., con base en investigaciones preliminares del Dr. Federico
Patino en la Universidad de Caldas, ha venido desarrollando desde hace mas de 15 afios una
vacuna ( TICK-VAC(®)) contra B. microplus, consistente en una mezcla de proteinas de larvas
del parasito, inactivadas y posteriormente vehiculizadas en un adyuvante oleoso.

Observaciones de campo adelantadas en més de 6000 bovinos en cuatro regiones de Co-
lombia, asi como pruebas en confinamiento ejecutadas por el Dr. Patifio en la Universidad
de Caldas (véase Pareja y Gomez, 2004), indican que el inmunogeno ejerce reduccion en el

numero, peso y capacidad reproductiva de las garrapatas que tratan de completar su ciclo
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en los bovinos inoculados con el mismo.

El producto se encuentra actualmente en tramite de registro ante el Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA).

En atencion a una solicitud de la Oficina de Control de Insumos Pecuarios del ICA, ante
la cual LIMOR DE COLOMBIA ha tramitado la expediciéon de la licencia de registro del
producto, se llevo a cabo la prueba critica controlada en terneros estabulados, de la cual trata

el presente protocolo.
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2. Objetivos

General

Evaluar el efecto de la vacuna TICK-VAC®) sobre infestaciones con la garrapata B.

microplus en terneros estabulados.

Especificos

» Evaluar el efecto de la vacuna sobre el nimero, peso y capacidad reproductiva (medida
en términos de oviposicion y fertilidad) de garrapatas B. microplus, tanto en anima-
les vacunados como en controles sin vacunar, infestados artificialmente con larvas del

parasito.

= Determinar los niveles de anticuerpos producidos contra B. microplus en los animales
vacunados y no vacunados, y establecer la relaciéon de dichos niveles con el grado de

proteccion observado.
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3. Metodologia

Cepa de garrapata a emplear

Para el estudio se empled la Cepa de Produccién de B. microplus que posee LIMOR DE
COLOMBIA, la cual fue originalmente obtenida en la vereda Aguadita, Fresno (Tolima), y
es mantenida en las instalaciones que para tal fin posee el laboratorio productor en Villa de

Leyva.

Animales experimentales

Para el estudio se emplearon once bovinos machos y una hembra, mestizos de Holstein
X Normando, de cuatro a seis meses de edad, obtenidos en una zona en la cual no habian
tenido oportunidad de exponerse a la garrapata B. microplus.

Los terneros fueron identificados y luego alojados en compartimientos individuales con
piso enrejado, para permitir el paso y posterior recoleccion de las teleoginas que se despren-
dieron de cada uno de ellos.

Durante el estudio, los terneros recibieron pasto de corte fresco picado (10 kg/animal/dia)
y concentrado comercial (1 kg/animal/dfa), sal mineralizada al 8 % (50 g/animal/dia) y agua
a voluntad.

A su llegada a las instalaciones, todos los terneros fueron pesados y vermifugados con
Fenbendazol (PANACUR®)) a la dosis de 5 mg/kg de peso vivo.

Localizacion

La prueba de establo propiamente dicha se realiz6 en las instalaciones especiales que, para
este tipo de ensayos, posee CORPOICA en el Centro de Investigacion Palmira.
Los examenes serolégicos para determinacion de anticuerpos se realizaron en el Labora-

torio de Inmunologfa de la Universidad Javeriana en Bogota.

Prueba de establo

Pasados siete dias de su ingreso a los compartimientos individuales (periodo de adap-
tacion), los 12 bovinos fueron asignados a dos grupos (1 y 2) de seis animales cada uno,
procurando que en cada grupo quedaran representados animales de diferente peso. Este mo-
mento fue considerado como el dia cero (0) del estudio.

En este dia, y en los dias 20 y 60 de la prueba, cada uno de los animales del grupo

1 (control sin vacunacion) fue inyectado, via intramuscular, con dos mililitros de emulsion
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oleosa sin antigeno, y cada animal del grupo 2 (vacunados) recibi6 dos mililitros de vacuna
TICK-VAC®).

En tres de los bovinos vacunados se emple6 la via intramuscular y en los tres restantes se
utilizo la via subcutinea. Esta etapa de la prueba se denominé Fase de Inmunizacion.

En cada uno de los dias 50, 53, 56, 59, 62, 65, 68, 71, 74, 77 y 80 del estudio, cada uno
de los terneros (controles y vacunados) fue infestado, con ayuda de un pincel No. 3, con
aproximadamente 2000 larvas (resultantes de la incubacion de 0.1 gramo de huevos) de B.
microplus de 11 a 21 dias de edad. Este periodo se denomin6 Fuase de Desafio.

Diariamente, a partir del dia 71 del estudio (dia 19 post-infestacion), se colectaron, entre
las 09:00 y las 10:00 horas, todas las teleoginas que cayeron de cada uno de los 12 terneros
de la prueba.

Las teleoginas producidas por cada ternero fueron lavadas, contadas y luego pesadas en
una balanza electronica. Del producido de cada ternero se tomé una muestra de 50 teleoginas
(0 un namero menor si el ternero no produjo las 50), las cuales fueron pesadas e incubadas
a 28 °C de temperatura y 75 % de humedad relativa por un periodo de 12 a 14 dias para
permitir la oviposicion.

Transcurrido este periodo, se registro el peso de los huevos producidos por cada muestra
de 50 (0 menos) teleoginas. Una muestra de un (1) gramo (o la cantidad disponible) de
huevos fue depositada en un tubo de vidrio de fondo plano de cinco cm de alto por 2.5 cm
de didmetro, el cual fue luego sellado con un tapon de algodon recubierto de gasa.

Los tubos con huevos fueron llevados nuevamente a incubacién en las condiciones descritas
por 30 dias para garantizar la eclosion.

Para determinar el Porcentaje de Eclosion se tom6 una muestra del material incubado, con
ayuda de una espatula metélica, y se examin6 bajo el microscopio estereoscopio, contando
huevos infértiles y cascarones (dejados por las larvas que emergieron). Con estos datos se
calculd el Porcentaje de Eclosion empleando la formula que se describe mas adelante con los
demas parametros.

Diariamente, durante todo el estudio, hacia las 08:00 horas, se tom6 temperatura rectal
a cada uno de los terneros de la prueba para detectar oportunamente, y previo examen de
extendido sanguineo coloreado, cualquier episodio clinico por hemoparasitos.

Cuando éstos se presentaron, los terneros comprometidos fueron tratados con la terapia
especifica (oxitetraciclina, diaceturato de 4,4-diazaminobenzamidina, Ringer lactato, antipi-
réticos, etc.).

A todos los terneros se les tomd sangre de la vena yugular, en tubos vacutainer estériles
sin anticoagulante, en los dias 0, 30, 60, 90, 120 y 150 del estudio.

El suero obtenido de cada muestra fue envasado en viales Eppendorf de plastico debida-
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mente rotulados y remitidos, bajo condiciones de refrigeracion, al Laboratorio de Inmunologia
de la Universidad Javeriana para determinacion de anticuerpos mediante la prueba de ELISA.
Cada 15 dias se registro el peso de los animales y se tom6 sangre con anticoagulante para

determinar el valor del hematocrito.

Medicién de parametros

Los parametros que han sido comunmente empleados para estudiar la fase parasitica
del ciclo evolutivo de B. microplus, bajo diferentes circunstancias, se basan, en términos
generales, en los trabajos publicados por Drummond y col. (1971, 1973).

Esta metodologia permite estimar la calidad de las teleoginas producidas (medida en
términos de peso) y la capacidad reproductiva de las mismas, calculada a partir del peso de
los huevos producidos y el porcentaje de ellos que eclosionan.

Con esta informacion se construyen datos como: Indice de Eficiencia de la Conversion
(IEC), Indice Reproductivo (IR) y Porcentaje de Control de la Eficiencia Reproductiva (PCO-
NER), frecuentemente observados en diversas publicaciones.

En varios trabajos se pueden observar estos mismos pardmetros o indices con diferentes
nombres.

Con el tiempo se han introducido, especialmente para pruebas de campo y de establo con
compuestos acaricidas, otros parametros, incluyendo nimero de garrapatas que sobreviven
en terneros tratados y no tratados.

Tradicionalmente se han empleado formulas como la de Roulston y col. (1968). Recien-
temente, Kemp y col. (2003) incluyeron algunas modificaciones consistentes en la aplicacion
de un factor de correccion a los recuentos observados en el grupo control (ADEQ).

Para el presente trabajo, dado que no se trataba de evaluar el efecto de un producto sobre
poblaciones de garrapatas presentes en el animal, sino de observar el efecto de un inmunogeno
—que requiere tiempo para generar y consolidar una respuesta inmune— sobre poblaciones
de larvas con las cuales se desafian los animales vacunados, no fue necesario ni aplicable
realizar infestaciones con garrapatas con anterioridad a la vacunacion.

De hecho, en estudios preliminares de Johnston y col. (1986) y Kemp y col. (1986), sobre
inmunizacion de bovinos contra B. microplus usando extractos de garrapatas, las infestaciones
(desafio) con larvas se iniciaron después de la tltima dosis de inmunégeno (21 dias en un
ensayo y 35 dias en otro).

Adicionalmente, las infestaciones pre-vacunacion generan anticuerpos que pueden dificul-
tar sensiblemente la interpretacion de los resultados, ya que no seria posible distinguir entre
los anticuerpos producidos por la vacunacion y los producidos por las infestaciones previas a

la misma.
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En consecuencia, en la presente investigacion se emplearon los indices que a continuacion

se describen.

Indices utilizados

GS = Nuamero de garrapatas colectadas diariamente por ternero

Promedio GS Control
I5= ( GS Vacunado ) < 100

P ' -
IRS — ( romedio GS Control — GS Vacunado) « 100

Promedio GS Control

IO = Peso (g) de la masa de huevos obtenida de las garrapatas incubadas

[RO — (Promedzo 10 Control — IO Vacunado) « 100

Promedio 10 Control

B No. de Cascarones x 100

~ No. de Cascarones + Huevos i fertiles

IRE — (Promedzo IE Control — IE Vacunado) « 100

Promedio IE Control

10 IE
IPR = — | (20000)(Peso h ncubad
(No. Teleoginas incubadas) (100) ( J(Peso huevos incubados)

Promedio IPR Control — IPR Vacunado
IIR = 1
i ( Promedio IPR Control ) x 100

IEG = 100 — (IS _ M)

100

Determinacién de anticuerpos

Los sueros colectados en los dias 0, 30, 60, 90, 120 y 150 del estudio fueron sometidos a la
prueba inmunoenziméatica ELISA para determinar el nivel de anticuerpos producidos contra
B. microplus. Estas determinaciones se realizaron en el Laboratorio de Inmunologia de la

Universidad Javeriana bajo la conduccion del Dr. Orlando Torres.
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Andalisis estadistico

Los datos obtenidos de cada una de las observaciones fueron registrados manualmente y
en medio magnético para su posterior examen.

La comparacion de los diferentes parametros entre los bovinos controles y los vacunados
se realizd6 mediante la prueba t de Student.

La relacion entre niveles de anticuerpos observados y el grado de proteccion conferido se

establecid mediante anélisis de correlacion.

Duraciéon del estudio

El estudio tuvo una duracién de 150 dias.
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4. Resumen de Parametros

Simbolo Nombre Descripciéon
GS Garrapatas sobrevivientes Numero de garrapatas colectadas diariamen-
te por ternero
IS Indice de Supervivencia Relaciéon entre garrapatas del grupo control
y vacunado
IRS Indice de Reduccién de la  Reduccion relativa del namero de garrapatas
Supervivencia
10 Indice de Oviposicién Peso de la masa de huevos producida
IRO Indice de Reduccion de la Reduccién relativa de la oviposicién
Oviposicién
IE Indice de Eclosion Porcentaje de huevos que eclosionan
IRE Indice de Reduccién de la Reduccion relativa de la eclosion
Eclosion
IPR Indice de Potencial Repro- Potencial reproductivo de las teleoginas
ductivo
ITR Indice de Inhibicion de la Reduccion del potencial reproductivo
Reproducciéon
IEG Indice de Eficacia Global Eficacia total del inmunoégeno evaluado

Cuadro 1: Resumen de los indices utilizados para evaluar la eficacia de la vacuna TICK-VAC.

Lista de Abreviaturas

B. microplus

Boophilus microplus

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
ICA Instituto Colombiano Agropecuario
CORPOICA

Corporaciéon Colombiana de Investigacion Agropecuaria

10
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Lista de Simbolos

GS
IS
IRS
10
IRO
IE
IRE
IPR
IIR
IEG

(Garrapatas sobrevivientes

Indice de supervivencia

Indice de reduccion de la supervivencia
Indice de oviposicién

Indice de reduccion de la oviposicion
Indice de eclosion

Indice de reduccion de la eclosion
Indice de potencial reproductivo

Indice de inhibicion de la reproduccion

Indice de eficacia global

11
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5. Resultados

Los resultados del estudio se resumen en las Tablas 1 a 6 y en las Figuras 1 a 9. Se incluyen

como anexos las operaciones correspondientes a los andlisis estadisticos fecha a fecha.

Efecto sobre la Produccion de Teleoginas

La produccion diaria de teleoginas, llamada también Garrapatas Sobrevivientes (GS), no
fue significativamente diferente entre los bovinos vacunados y los controles hasta el dia 88
del estudio.

A partir del dia 89 (29 dias después de la tercera dosis de vacuna) y hasta el dia 105
(con excepcion de los dias 91, 96 y 98), el nimero de garrapatas producidas en el grupo de
terneros vacunados fue estadisticamente inferior (p < 0,05) al registrado en el grupo control
sin tratamiento.

En este grupo, el promedio maximo de teleoginas colectadas fue de 64.83 en el dia 98
del estudio, mientras que en el grupo de animales vacunados dicho promedio fue de 36.00,
observado en el dia experimental ntimero 86.

La Figura [I] ilustra la informacién anterior.
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Figura 1: Promedio de produccion diaria de teleoginas en terneras vacunadas con TICK VAC
y en testigos sin tratamiento

Cabe anotar que fue frecuente observar teleoginas provenientes de animales vacunados

que presentaban una coloracion rojiza, evidentemente anormal.

12
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En concordancia con lo anterior, el Indice de Reducciéon de la Supervivencia (IRS), o
Indice de Reducciéon de la Produccion de Teleoginas en el grupo vacunado, registro valores
entre 9.90 % y 44.44 % hasta el dia 88 del estudio.

A partir del dia 89, la reduccién en la produccion de teleoginas se incrementd notoria-
mente, alcanzando una cifra maxima de 79.08% en el dia 102 de la prueba (Figura [2). El
IRS promedio para la prueba fue de 44.31 %.

Nota: En el calculo de este parametro y en los demés que se refieren a reduccion o inhi-
bicion, los valores negativos que resultaron, especialmente al comienzo de las observaciones,

fueron asimilados a cero (0).
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Figura 2: Porcentaje promedio de reduccién de teleoginasen terneras vacunadas con TICK
VAC.

Efecto sobre la Oviposiciéon

El Indice de Oviposiciéon (I0) promedio, o el peso promedio de los huevos depositados por
teleoginas colectadas de los terneros vacunados con TICK VAC, y el de aquellas obtenidas
de animales control sin vacunacién, se mantuvieron estadisticamente iguales hasta el dia 92
del estudio.

A partir del dia 93 (33 dias después de la tercera dosis de vacuna), la masa de huevos
producida por las teleoginas procedentes de terneros vacunados fue estadisticamente inferior
(p < 0,05) a la ovipositada por garrapatas obtenidas de los terneros no vacunados.

En las teleoginas de este grupo, la oviposicion méxima promedio observada fue de 5.41
(dia 95) gramos, mientras que en las del grupo vacunado fue de 3.87 gramos, registrada en

el dia 74 de la prueba. La Figura |3| representa graficamente la informacion anterior.

13
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Figura 3: Indice de oviposicion promedio de teleoginas obtenidas de terneras vacunadas con
TICK VAC y en testigos sin tratamiento

Consecuentemente con los datos de oviposicion obtenidos, el Indice de Reduccion de este
parametro (IRO) en los terneros vacunados registro valores variables entre 11.41 % y 43.50 %
hasta el dia 88 de la prueba.

A partir del dia 89, la reduccion de la oviposicion aumentéd considerablemente y se man-
tuvo alta, con excepcion del dia 96 (37.72 %), hasta el final del experimento (véase Figura [4)).

El promedio de reducciéon de la oviposicion para la prueba fue de 48.88 %.

Efecto sobre la Eclosion de los Huevos

La eclosion de los huevos fue severamente perjudicada por la vacunacion. Este pardmetro
se vio afectado atin en los huevos provenientes de las primeras teleoginas colectadas el dia
71 del ensayo (11 dias después de la tercera dosis de vacuna) y continu6 asi durante todo el
estudio.

El porcentaje de eclosiéon en huevos depositados por garrapatas colectadas de los terne-
ros vacunados fue muy inferior al de huevos obtenidos de teleoginas del grupo control. La
diferencia estadistica fue altamente significativa (p < 0,01).

Mientras que en los huevos de teleoginas de terneros vacunados el porcentaje de eclosion
vario desde 12.37 % en el dia 86 hasta 50.57 % en el dia 71, dicho porcentaje, en huevos de
teleoginas caidas de los terneros controles, fluctu6 entre 74.57 % en el dia 78 y 91.96 % en el
dia 71 (Figura [5).

El Indice de Reducciéon de la Eclosion (IRE), en los huevos producidos por garrapatas

14
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Figura 4: Porcentaje de reduccion de oviposicidon en garrapatas colectadas de terneras vacu-
nadas con TICK VAC

desprendidas de los terneros vacunados, varié desde un minimo de 45.01 % en el dia 71 de la
prueba, hasta un maximo de 83.78 % en el dia 86 de la misma, manteniéndose por encima
del 69 % desde el dia experimental niimero 86 hasta el final de la investigacion.

La Figura[f]ilustra la informacion mencionada. El promedio de reduccion de eclosion para
la prueba fue de 69.02 %.

Efecto sobre el Potencial Reproductivo

El Indice de Potencial Reproductivo (IPR) es un parametro que conjuga o agrupa los
deméas parametros observados (ntimero de garrapatas, oviposicion y eclosion) para dar una
apreciacion general del grado en que las teleoginas se pueden reproducir competentemente.

En el presente estudio, el Potencial Reproductivo de las garrapatas producidas en terneros
vacunados con TICK VAC®R) fue significativamente inferior (p < 0,05) en 29 de los 35 dias
de coleccion al registrado por garrapatas provenientes de terneros testigos sin vacunar.

Mas atin, desde el dia 92 hasta el final de la prueba, tal diferencia fue altamente signifi-
cativa (p < 0,01).

La Figura [7| representa la informaciéon descrita.

La Inhibicion de la Reproduccion (IIR) en las garrapatas producidas en terneros vacuna-
dos con TICK VAC®) vari6 desde 49.71 % en el dia 72 del estudio hasta 97.53 % en el ultimo
dia de la observacion (ver Figura [g)).

El promedio de Inhibicion del Potencial Reproductivo para todo el ensayo en las garra-

15
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Figura 5: Porcentaje de eclosion (IE) promedio en huevos de teleoginas colectadas de terneras
vacunadas con TICK VAC y en testigos sin vacunar.

patas de animales vacunados fue de 74.60 %.

La informacion detallada sobre promedios dia a dia de los parametros GS, 10, IE e IPR

se presenta en la Tabla [2| y la informacion correspondiente a los pardametros IRS, IRO, IRE
e IIR se presenta en la Tabla

16
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Figura 6: Indice de reduccion de eclosion (IRE) en huevos de garrapatas colectadas de terneras
vacunadas con TICK VAC.

3000
2500
2000

1500

Promedio de IPR

1000

500

FRRIREEERBS:ERIBELEEEES RIS 888888888 E8

- - = = = F

Dia Experimental

|—0—oon1rol —=8— Vacunados |

Figura 7: Indice de potencial reproductivo (IPR) promedio en garrapatas obtenidas de ter-
neras vacunadas con TICK VAC y en testigos sin vacunacion.
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Promedio de IIF
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Figura 8: Indice de inhibicién de la reproducciéon en garrapatas producidas por terneras
vacunadas con TICK VAC.
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Cuadro 2: Promedios de garrapatas (GS) y sus indices de oviposi-
cion (I0), eclosion (IE) y potencial reproductivo (IPR), producidas
por terneros vacunados con TICK VAC®) y por controles sin va-

cunacion.

DIA GS CONTR GS VACU I0 CONTR IO VACU IE CONTR IE VACU IPR CONTR IPR VACU

71 6.00 6.00 0.74 1.00 91.96 50.57 1728.58 683.66
72 19.67 26.33 2.50 3.54 78.12 35.20 2025.99 1043.52
73 24.33 26.33 3.10 3.50 76.75 20.48 1838.01 615.11
74 30.00 29.17 4.06 3.87 85.26 34.89 2252.28 1091.42
75 32.33 22.33 4.18 2.88 87.02 43.77 2429.36 1201.24
76 21.33 19.83 2.90 3.17 86.01 33.06 2371.62 977.16
7 14.33 13.00 1.86 1.80 84.43 24.72 2345.33 655.44
78 18.17 24.17 2.01 2.63 74.57 36.98 1666.16 763.19
79 15.17 19.33 1.49 2.13 75.09 30.22 1344.08 606.57
80 12.17 13.17 0.68 0.49 82.11 20.96 785.70 435.67
81 12.17 11.67 0.89 1.10 75.85 23.42 1009.20 379.92
82 11.00 12.33 0.57 1.09 81.25 19.90 520.47 279.82
83 10.00 11.33 0.49 0.79 79.10 19.76 398.21 127.79
84 18.67 15.00 0.91 0.65 78.17 28.87 615.59 148.92
85 29.67 24.00 1.40 1.11 80.43 17.76 675.25 176.25
86 27.33 36.00 1.34 1.63 76.26 12.37 711.47 105.75
87 29.17 35.33 1.30 1.58 81.88 15.97 678.82 129.69
88 26.17 17.83 1.12 0.63 82.59 20.56 664.26 102.34
89 22.17 9.17 1.01 0.42 83.67 16.88 509.28 69.54

90 33.33 14.50 1.93 0.82 87.63 22.62 952.20 253.42
91 30.17 11.67 1.95 0.57 86.41 15.81 1061.92 102.09
92 37.17 12.50 2.46 0.72 83.53 25.84 1150.26 192.46
93 37.67 17.83 3.06 0.92 86.96 30.19 1481.97 252.97
94 34.67 17.83 3.06 0.93 89.10 22.78 1579.48 136.27
95 64.50 14.67 5.41 1.10 91.10 21.43 2060.69 232.51
96 43.33 27.17 3.78 2.60 90.33 23.91 2114.38 428.94
97 57.50 20.33 4.78 1.58 88.82 24.42 1877.72 286.90
98 64.83 21.00 4.64 1.30 86.18 22.08 1848.13 176.83
99 39.83 13.33 3.76 0.81 89.15 23.70 1994.92 219.90
100 40.83 14.33 3.69 0.81 90.23 22.75 1728.78 200.51
101 43.33 12.83 3.93 0.80 86.06 32.32 1772.67 284.44
102 54.17 11.33 4.57 0.80 90.13 30.98 2077.15 285.18
103 42.83 12.17 3.12 1.14 84.64 29.11 1850.16 490.62
104 24.83 9.83 2.77 0.62 84.93 41.59 1859.24 209.65
105 15.67 5.50 1.65 0.24 87.98 17.37 1653.91 40.92

19



Tick-Vac Estudio de Establo

Cuadro 3: Promedios de reduccion de la supervivencia
(IRS), de la oviposicion (IRO), de la eclosion (IRE) y de
la reproduccion (ITR), en garrapatas de terneros vacuna-
dos con TICK VAC®).

DIA  IRS (%) IRO (%) IRE (%) IIR (%)

71 44.44 41.63 45.01 60.45
72 19.49 17.40 54.95 49.71
73 33.11 31.83 73.87 66.56
74 32.78 31.07 29.08 52.53
75 44.16 40.47 51.02 50.74
76 34.64 33.53 61.56 58.80
77 25.97 29.45 70.72 72.05
78 10.55 14.32 50.41 54.70
79 22.53 29.28 99.75 04.87
80 28.08 11.41 74.47 53.00
81 24.20 2491 69.12 62.35
82 21.21 25.19 75.51 47.58
83 30.00 36.43 75.02 69.00
84 35.12 36.26 63.06 75.81
85 25.66 29.60 77.92 73.90
86 11.79 13.07 83.78 85.14
87 9.90 16.67 80.50 80.90
88 31.85 43.50 75.10 84.59
89 98.65 97.95 79.83 86.35
90 56.50 57.55 74.19 73.39
91 61.33 70.95 81.70 90.39
92 66.37 70.88 69.07 83.27
93 52.65 69.92 65.28 82.93
94 45.35 69.56 74.43 91.37
95 77.26 79.72 76.48 88.72
96 37.56 37.72 73.53 79.71
97 64.64 66.95 72.50 84.72
98 67.61 72.06 74.38 90.43
99 66.53 78.51 73.42 88.98

100 64.69 78.05 74.79 88.40
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DIA  IRS (%) IRO (%) IRE (%) LR (%)

101 70.38 79.70 62.45 83.95
102 79.08 82.46 65.63 86.27
103 71.60 69.70 65.61 73.50
104 60.40 77.63 51.31 88.72
105 64.89 85.61 80.26 97.53

PROM. 44.31 48.88 69.02 74.60

Comentario sobre Eficacia Global

Aunque la formula propuesta para estimar este parametro parece logica, ya que combina
el nimero de Garrapatas Sobrevivientes y lo reduce aplicando a las mismas el Indice de
Inhibicion de la Reproduccion, los porcentajes obtenidos son demasiado altos y no reflejan
la situacion real, especialmente en los primeros 88 dias del estudio.

Por esta razon, el autor del presente trabajo considera que, en el presente caso, el Indice
de Inhibicién de la Reproduccion (IIR), similar al Porcentaje de Control de la Eficiencia
Reproductiva (PCONER) usado en otros estudios, y el cual registré valores entre 49.71 % y
97.53 %, con un promedio de 74.60 %, debe ser el indicador de eficacia a elegir.

De otro lado, la eficacia inicialmente sugerida por LIMOR DE COLOMBIA S.A. de “50 %
sobre teleoginas”, por si sola no contempla pardmetros considerados por el IIR, ya que deja por
fuera aspectos importantes del ciclo y de la reproduccién, como son el Indice de Oviposicion
(I0) y el Indice de Eclosion (IE), los cuales inciden mucho en la contaminacién de los potreros

con larvas, hecho que en la practica es importante reducir.

Serologia

Para la interpretacion de los resultados de la prueba de ELISA se emple6 el siguiente
criterio: niveles de absorbancia por debajo de 0.673 se consideraron negativos, y niveles por
encima de 0.673 se tomaron como positivos.

La Tabla 4| presenta los valores promedio de absorbancia observados en los sueros de

terneros vacunados y en los procedentes de terneros sin vacunacion.
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Cuadro 4: Absorbancia promedio en sueros de terneros vacunados con TICK VAC®) y en
animales controles sin vacunacion.

DIA EXPE- | ABSORBANCIA PROME- | ABSORBANCIA PROME-
RIMENTAL | DIO GRUPO CONTROL DIO GRUPO VACUNADO
0 0.195 0.214

30 0.327 0.827

60 0.327 0.886

90 0.578 1.104

120 0.763 1.509

150 0.757 0.924

En el dia cero (0) del estudio, como era de esperarse, tanto los sueros de los bovinos
asignados al grupo de vacunados como los de los asignados al grupo control fueron negativos.

En los dias 30, 60 y 90 del estudio, la absorbancia promedio en los sueros de bovinos
controles se mantuvo en valores negativos, mientras que en los sueros obtenidos de los ani-
males vacunados fueron positivos, con absorbancias que se incrementaron gradualmente con
el tiempo. La diferencia entre valores de los dos grupos fue altamente significativa (p < 0,01)
en los dias 30, 60 y 90 de la prueba.

Hacia el dia experimental 120 (70 dias después de la primera infestacion con larvas), los
sueros de los bovinos controles empezaron a registrar un promedio de absorbancia positivo
(0.763). En ese mismo dia, la absorbancia promedio registrada para los sueros de los bovinos
vacunados fue de 1.509 (el nivel maximo detectado en el estudio), siendo la diferencia entre
los grupos altamente significativa (p < 0,01).

En el dia 150 (100 dias después de la primera infestacion con larvas), los sueros de los
bovinos controles continuaron registrando valores de absorbancia positivos pero ain bajos
(0.757), los cuales no fueron significativamente diferentes (p > 0,05) a los observados para el

grupo de animales vacunados (0.924). La Figura [9| ilustra los resultados anteriores.

Via de Administracion

Los valores del Indice de Inhibicion de la Reproduccion (IIR) en teleoginas obtenidas
de terneros vacunados por via intramuscular fueron comparados con los de las de terneros
vacunados por via subcutanea. El anélisis estadistico (ver Anexo) no evidencié diferencia

significativa (p > 0,05) entre tales valores, atribuible a la via de administraciéon de la vacuna.

Reacciones Indeseables

Aunque no se contempld en el protocolo el seguimiento a estas reacciones y su estudio fue

motivo de una prueba separada (Prueba de Seguridad), ejecutada para tal fin, no se observo
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Priomedio Absorbancia
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Figura 9: Promedio de absorbancia (1/1024) en terneras vacunadas con TICK VAC y en
testigos sin tratamiento

reaccion indeseable alguna de caracter local o sistémico asociada con la vacunacion.

Temperatura

Entre los dias octubre 13 y octubre 22 (dias 65 y 74 del experimento), todos los animales,
aunque en dias diferentes, evidenciaron incrementos de temperatura, los cuales, después del
respectivo examen de extendido sanguineo coloreado, fueron asociados con anaplasmosis.

Sin embargo, los promedios de este pardmetro no reflejaron la condiciéon febril presentada
individualmente por algunos animales en algunos de los dias mencionados. La presencia de
Anaplasma marginale no puede ser atribuida a las larvas empleadas para las infestaciones,
va que el episodio febril se inici6 tan solo 15 dias después de la primera de ellas, lo cual es
un periodo muy corto para la incubaciéon del parasito.

Se consider6 que los terneros, en su transporte hacia la Unidad de Ectoparasitos, tuvieron
oportunidad de infestarse a través de moscas hematofagas. Una vez resueltos los casos clinicos
con ayuda de oxitetraciclina, antipiréticos y hematopoyéticos, la temperatura se conservo
normal durante el resto de la prueba.

La Tabla[5] presenta los valores de temperatura para los terneros vacunados y los controles

sin vacunacion.
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Cuadro 5: Temperatura promedio de terneros vacunados con TICK

VAC y animales controles sin tratamiento.

DIA TEMP. CONTROL ("C) TEMP. VACUNADO (“C) DIA TEMP. CONTROL (“C) TEMP. VACUNADO (°C)

0 38.83 38.63 76 38.00 38.23
1 38.90 39.03 7 38.25 38.10
2 39.03 39.15 78 38.95 38.11
3 39.00 39.18 79 38.00 38.43
4 38.90 38.96 80 39.03 39.23
5 38.70 38.86 81 39.00 38.45
6 38.83 38.81 82 38.43 38.80
7 38.81 38.90 83 38.63 38.91
8 38.65 38.81 84 38.45 38.56
9 38.76 39.05 85 38.66 38.81
10 38.80 38.86 86 37.98 38.53
11 38.81 38.83 87 38.33 38.50
12 38.75 38.86 88 38.30 38.71
13 38.78 38.90 89 38.33 38.43
14 38.78 38.88 90 38.65 38.61
15 38.85 39.03 91 38.45 38.06
16 38.90 38.90 92 38.78 38.56
17 38.36 38.93 93 38.55 38.43
18 38.75 38.96 94 38.95 38.26
19 38.91 38.96 95 39.33 38.51
20 38.70 38.78 96 38.60 38.20
21 38.71 38.85 97 38.61 38.65
22 38.81 38.90 98 38.20 38.38
23 38.73 38.80 99 38.36 38.58
24 38.73 38.93 100 38.25 38.53
25 38.91 38.86 101 38.23 38.20
26 38.75 38.00 102 38.31 38.28
27 38.86 38.80 103 38.30 38.55
28 38.90 38.08 104 38.55 38.45
29 38.75 38.66 105 38.28 38.45
30 38.83 38.81 106 37.96 38.15
31 38.68 38.83 107 38.23 38.33
32 38.65 38.80 108 38.38 38.41
33 38.53 38.76 109 38.45 38.48
34 38.33 38.31 110 38.28 38.46
35 38.31 38.46 111 37.91 38.01
36 38.31 38.63 112 38.03 38.31
37 38.33 38.45 113 38.10 38.36
38 38.35 38.41 114 38.08 38.21
39 38.40 38.26 115 38.20 38.28
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DIA TEMP. CONTROL ("C) TEMP. VACUNADO (“C) DIA TEMP. CONTROL (“C) TEMP. VACUNADO (°C)

40 38.38 38.20 116 37.98 38.26
41 38.30 38.20 117 38.33 38.50
42 38.31 38.38 118 38.48 38.46
43 38.55 38.56 119 38.13 38.15
44 38.30 38.25 120 38.18 38.48
45 38.35 38.65 121 38.15 38.50
46 38.46 38.20 122 38.26 38.28
47 38.15 38.36 123 38.60 38.70
48 38.20 38.25 124 38.30 38.33
49 37.96 38.18 125 38.75 38.55
50 38.01 38.28 126 38.56 38.55
51 38.00 38.13 127 38.10 38.06
52 38.26 38.31 128 38.11 38.31
53 38.33 38.33 129 38.23 38.35
54 38.51 38.68 130 38.05 37.96
55 38.23 38.13 131 38.51 38.65
56 38.18 38.31 132 38.55 38.50
57 38.33 37.96 133 38.63 38.76
58 38.30 38.25 134 38.35 38.18
59 38.23 38.40 135 38.41 38.45
60 37.85 38.55 136 38.00 38.20
61 38.10 38.40 137 38.23 38.06
62 38.11 38.00 138 38.33 38.18
63 38.05 37.95 139 38.31 38.38
64 38.13 38.03 140 38.18 38.23
65 38.51 38.36 141 38.08 38.18
66 38.65 38.61 142 38.08 38.01
67 38.58 38.26 143 38.31 38.51
68 38.43 38.43 144 38.13 38.66
69 38.96 38.95 145 38.20 38.50
70 38.85 38.98 146 38.23 38.60
71 38.75 38.41 147 38.43 38.58
72 38.56 38.40 148 38.15 38.20
73 38.75 38.56 149 38.08 38.56
74 39.13 38.43 150 38.43 38.60
75 38.41 38.16
Hematocrito

Los valores del hematocrito se conservaron normales a lo largo del estudio, tanto en los
bovinos vacunados como en los controles. El valor promedio de este pardmetro varié entre
26.33% y 31.60% en los terneros controles y entre 27.33% y 36.00 % en los vacunados. El
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valor individual minimo observado fue de 20.6 % en uno de los terneros (No. 11) durante el

episodio de anaplasmosis arriba mencionado (véase Tabla @

Cuadro 6: Valores promedio del hematocrito en bovinos vacunados con TICK VAC®) y en
terneros controles sin vacunacion.

DIA EXPE- | PROMEDIO HEMATOCRI- | PROMEDIO HEMATOCRI-

RIMENTAL | TO GRUPO CONTROL | TO GRUPO VACUNADO
(%) (%)

0 31.33 29.83

15 31.17 30.00

30 28.33 36.00

45 31.50 31.50

60 31.60 30.80

75 29.58 27.83

90 26.72 28.17

105 26.33 27.33

120 28.50 30.33

135 29.30 28.18

150 29.18 28.57

Peso

El peso promedio inicial de los terneros del grupo control y el de los del grupo vacunado fue
bésicamente igual (120.66 kg y 121.0 kg, respectivamente). Al final del estudio, la ganancia
de peso en ambos grupos fue de 34.50 kg para el grupo control y 39.66 kg para el grupo
vacunado, presentandose una ligera diferencia a favor de este tdltimo. La Tabla [7| presenta la

informacioén anterior.
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Cuadro 7: Promedio de peso inicial, peso final y ganancia en terneros vacunados con TICK
VAC®) y en animales controles sin vacunar.

GRUPO ANIMAL NUMERO PESO INICIAL (Kg) PESO FINAL (Kg) GANANCIA (Kg)

1 1 186 210 24
Control 2 107 143 36
3 119 154 35
4 116 158 42
5 104 131 27
6 92 135 43
Promedio 120.66 155.16 34.50
7 182 215 33
8 125 170 45
9 113 154 41
10 89 138 49
11 110 162 52
12 107 125 18
Promedio 121.0 160.66 39.66
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6.

Conclusiones

La vacuna TICK VAC®) redujo significativamente el niimero y la capacidad reproduc-
tiva de las garrapatas Boophilus microplus que trataron de establecerse en los bovinos

vacunados.

La produccion de teleoginas en los bovinos vacunados con TICK VAC®) sufrio una
reduccion promedio de 44.31 %, alcanzando una cifra maxima de 79.01 % hacia el final

de la prueba.

La vacuna TICK VAC) afecto sensiblemente la capacidad de la garrapata para ovipo-
sitar. El indice promedio de reduccion de la oviposicion en los terneros vacunados fue
de 48.88 %.

Tanto el nimero de teleoginas producidas como su oviposiciéon se vieron afectadas a
partir del dia 88 de la prueba, aproximadamente un mes después de la tercera dosis de

vacuna.

La eclosiéon de los huevos no sbélo fue uno de los parametros mas afectados por la
vacunacion con TICK VAC®), sino el que se vio comprometido més temprano en el
estudio (11 dias después de la tercera dosis de vacuna). El promedio de reduccion de la

eclosion en garrapatas producidas por los bovinos vacunados fue de 69.02 %.

El potencial reproductivo total de las garrapatas (el cual combina la reduccion en nu-
mero, oviposicion y eclosion) producidas por los terneros vacunados con TICK VAC®)
fue severamente afectado. El porcentaje promedio de reducciéon de la reproducciéon en

garrapatas producidas por los terneros vacunados fue de 74.60 %.

Los terneros vacunados con TICK VAC®) respondieron a la vacunacion produciendo
anticuerpos contra el inmunogeno en forma creciente desde el dia 30 de su aplicacion,
alcanzando niveles maximos en el dia 120 del estudio y conservando valores positivos

hasta el dia 150 del mismo.

El estudio demostr6 que se requieren las tres dosis de vacuna para consolidar una
respuesta inmune efectiva, la cual, en las condiciones de la prueba, empez6 a expresarse

entre los 11 y 28 dias después de la aplicacion de la tercera dosis.

Los animales vacunados con TICK VAC®) en la presente Prueba de Establo no evi-
denciaron reacciones locales ni generales desfavorables asociadas con la aplicacion de la

vacuna.
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» Los resultados del presente estudio muestran a la vacuna TICK VAC®) como una alter-
nativa limpia y segura para el control de la garrapata Boophilus microplus, alternativa
que puede ser incorporada a programas de manejo integrado de las infestaciones del

ganado bovino por dicho parasito.
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