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La vacunacion simultanea de bovinos con Lactobacillus
casei y la vacuna bivalente contra babesiosis bovina
genera una mejor proteccion contra Babesia bovis
y B. bigemina transmitidas por garrapatas
en condiciones extremas de campo

The simultaneous vaccination of bovines
with Lactobacillus casei and the bivalent vaccine
against bovine babesiosis induces a better protection
against Babesia bovis and B. bigemina transmitted
by ticks in extreme field conditions
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Abstract

The effect of Lactobacillus casei on INIFAP’s mixed vaccine against bovine babesiosis (VAC) was assessed in bovines in an
endemic babesiosis area. It was previously reported that L. caseiincreases the efficiency of the Mexican mixed vaccine against
bovine babesiosis under controlled conditions. The results of the present study demonstrated the effectiveness of simultaneous
vaccination of bovines with L. caseiand the mixed vaccine against bovine babesiosis in eliciting a protective immune response
under extreme conditions in the field. Twenty Babesia spp free bovines were allocated into three groups: un-vaccinated (Con-
trol, n =9), vaccinated with VAC (n = 5), and vaccinated simultaneously with VAC and Lactobacillus casei (LC-VAC, n = 6). All
animals were kept in a tick and Babesia spp free field at Coatepec, Veracruz during 24 days before moving them to Paso del
Toro, Veracruz, for a natural exposition to Babesia spp transmitted by Riphicephalus (Boophilus) microplus ticks. Protection
against Babesia spp was observed in bovines belonging to VAC and LC-VAC groups, while control animals showed severe
clinical babesiosis. Bovines in VAC-LC group showed less clinical signs between days 12-16 after challenge as compared with
animals in VAC group. All bovines showed both Babesia spp after challenge. Levels of IgG anti-Babesia in animals from both
vaccinated groups, determined by indirect immunofluorescence test, always were higher to Babesia bovis than to B. bigemina
after vaccination and challenge. It was demonstrated the efficiency of simultaneous vaccination of bovines with VAC and L. ca-
sei, in eliciting a better protective immune response against naturally transmitted Babesia spp under extreme field conditions.

Key words: BOVINE BABESIOSIS BIVALENT VACCINE, LacrosaciLLus casel, EFFICACY, FIELD CHA-
LLENGE.

Resumen

Se evalué el efecto de Lactobacillus casei en la vacuna mixta contra babesiosis bovina del INIFAP (VAC), en bovinos
de un area endémica de babesiosis. Previamente se informé que L. casei incrementa la eficacia de la vacuna mix-
ta mexicana contra babesiosis bovina bajo condiciones controladas. Los resultados aqui expuestos demostraron dicha
efectividad para generar una respuesta inmunitaria protectora bajo condiciones extremas en el campo. Veinte bovinos
libres de Babesia spp fueron distribuidos al azar en tres grupos: testigo no vacunado (Testigo, n = 9), vacunado con VAC
(n = 5), y vacunado simultaneamente con VAC y L. casei (LC-VAC, n = 6). Todos los animales se mantuvieron en un co-
rral libre de garrapatas y Babesia spp en Coatepec, Veracruz durante 24 dias antes de transportarlos a Paso del Toro,
Veracruz, para una exposicion natural a Babesia spp transmitida por garrapatas Riphicephalus (Boophilus). Se observo
proteccion contra Babesia spp en bovinos pertenecientes a los grupos VAC y LC-VAC, mientras que los animales testigo
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mostraron signos clinicos de babesiosis aguda. Los bovinos del grupo VAC-LC mostraron menos signos clinicos que los
del grupo VAC entre los dias 12-16. Todos los bovinos mostraron Babesia spp después de la confrontacién. Los niveles
de IgG anti-Babesia en los animales de los grupos vacunados, determinados por inmunofluorescencia indirecta, siempre
fueron mas elevados contra Babesia bovis que contra B. bigemina después de la vacunacion y de la confrontacion. Se
demostrd la eficacia de la vacunacién simultdnea con VAC y L. casei en bovinos, para generar una mejor respuesta in-
munitaria protectora contra Babesia spp transmitida naturalmente por garrapatas, bajo condiciones extremas de campo.

Palabras clave: VACUNA BIVALENTE CONTRA BABESIOSIS BOVINA, LacrosacitLus casel, EFECTIVI-

DAD, CONFRONTACION DE CAMPO.

Introduction

ne of the most important cattle parasitic di-

seases in the whole world is bovine babesiosis,

disease provoked by protozoa of the Babesia
genus. ' In Mexico, 75% of the 23, 316,000 cattle
heads? is in risk of acquiring babesiosis. * In this
sense, it is important to mention that, besides adults,
clinical babesiosis cases have been documented
recently in calves younger than nine months of age,
born in endemic areas of the disease.® At the Centro
Nacional de Investigacion Disciplinaria de Parasilogia
Veterinaria (CENID-PAVET) of the Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) from the Mexican government, an attenuated
live vaccine against Babesia bovis and B. bigemin,a which
protects at least 80% of the vaccinated cattle against
virulent Babesia strains®” and 70% of animals under
extreme field conditions was developed.®

On the other hand, it has been proposed the use
of the immunostimulant lactic-acid bacteria Lactoba-
cillus casei as an alternative control measure of dis-
tinct parasitic diseases. ® In this context, it has been
demonstrated that L. casei, by itself, induces protec-
tive responses against Babesia microti in mice when it
is inoculated before or the same day of the challenge
infection'’ and against Babesia bovis and B. bigemina in
cattle when the lactic-acid bacteria is administered
before the mixed vaccine against bovine babesiosis
under laboratory controlled conditions; however, L.
caset alone did not induce protection against Babesia
challenge in cattle. '
In the present study, the protection effectiveness of

L. casei administered at the same time that the Mexi-
can mixed vaccine against bovine babesiosis was as-
sessed in bovines which were first vaccinated and later
exposed to a natural transmission of Babesia bovis and
B. bigemina by the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus)
microplus under extreme conditions in a natural en-
demic area of bovine babesiosis in the Mexican tropic
(Paso del Toro, Veracruz, Mexico), considered as an
endemic area of bovine babesiosis.'?
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Introduccion

na de las enfermedades parasitarias mas

importantes del ganado en todo el mundo es

la babesiosis bovina, enfermedad producida
por protozoarios del género Babesia.' En México, 75%
de las 23,316,000 cabezas de ganado vacuno? estan
en riesgo de adquirir babesiosis.” En este sentido,
es importante senalar que, ademas de los adultos,
recientemente se han documentado casos clinicos
de babesiosis en becerros menores a nueve meses de
edad, nacidos en dareas endémicas de la enfermedad.*
En el Centro Nacional de Investigaciéon Disciplinaria
de Parasitologia Veterinaria (CENID-PAVET) del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolasy Pecuarias (INIFAP) del gobierno mexicano,
se desarroll6 una vacuna viva atenuada contra Babesia
bovis'y B. bigemina, que protege al menos a 80% de los
bovinos vacunados contra cepas virulentas de Babesia™”
y a 70% de los animales bajo condiciones extremas de
campo.®

Por otro lado, se ha propuesto la utilizaciéon de la
bacteria acido-lactica inmunoestimulante Lactobacillus
casei como una alternativa para el control de diferen-
tes enfermedades parasitarias.” En este contexto, se
ha demostrado que L. casei, por si misma, induce una
respuesta protectora contra Babesia microti en ratones
cuando es inoculada antes o el mismo dia de la infec-
cion'’y contra Babesia bovisy B. bigemina en ganado bo-
vino, cuando la bacteria acido-lactica es administrada
antes de la vacuna mixta contra babesiosis bovina bajo
condiciones controladas de laboratorio; sin embargo,
L. casei sola no indujo proteccién en el ganado vacuno
contra el desafio con Babesia."

En el presente estudio se evalu6 la efectividad de
la proteccién conferida por la administraciéon simul-
tanea de L. casei y la vacuna mixta contra babesiosis
bovina en bovinos que después de vacunados fueron
expuestos a la transmision natural de Babesia bovis 'y B.
bigemina por la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) mi-
croplus del ganado bajo condiciones extremas en Paso
del Toro, Veracruz, México, considerada como area
endémica de babesiosis bovina.'?



Material and methods

This study was previously revised and approved in ac-
cordance with the official Mexican guidelines NOM-
062-Z00-1999, NOM-033-ZO0O-1995 and NOM-
051-Z00-1995 by members of the subcommittee on
the ethical and humanitarian use of animals of the
CENID-PAVET collegiate technical group of INIFAP.
All the bovines used in this experiment were housed,
handled and fed by trained personnel according to the
indicated guidelines.

Vaccine against bovine babesiosis

The bivalent attenuated vaccine against bovine babe-
siosis developed by INIFAP was used, which consists of
a mixture of the attenuated Babesia bigemina BIS strain
and of B. bovis BOR clone. ®

Bacterial strain

The Lactobacillus casei ATCC7469 strain was aerobically
cultured in MRS" at 37°C during 18 h. Then, the mi-
croorganisms were centrifuged at 5000 g for 10 min,
and the precipitate was washed several times with ster-
ile phosphate buffered solution (PBS); later the organ-
isms were killed in boiling water during 30 min and
the number of organisms in culture was adjusted to 10°
colony forming units (CFU) /ml of PBS. '*!

Animals

Twenty crossbred Holstein x Swiss bovines, free of tu-
berculosis, brucellosis, babesiosis and anaplasmosis,
with an average age of nine months, were allocated at
random into three groups: Non-vaccinated: Control
(n=9), immunized with the mixed vaccine against bo-
vine babesiosis: VAC (n=b), and inoculated with VAC
and Lactobacillus casei: LC-VAC (n=6).

Experimental design

Animals were allocated in the field at Coatepec
(1250 meters above sea level, geographical coordi-
nates: 19° 25° 0” North, 96° 47’ 0” West), Veracruz,
where they received the following treatments: animals
in control group received 3 ml of sterile saline solu-
tion by intramuscular (i.m.) route in the right haunch;
those in group VAC were immunized i.m. in the right
haunch with 1 x 10® infected erythrocytes of each Ba-
besia species coming from in vitro cultures in a volume
of 3 ml, and bovines in LC-VAC group were inoculated
i.m. in two different sites: with VAC (3 ml) in the right

Material y métodos

Este estudio fue previamente revisado y aprobado de
acuerdo con las normas oficiales mexicanas NOM-
062-Z00-1999, NOM-033-ZO0O-1995 y NOM-051-
200-1995 por miembros del subcomité de uso éticoy
humanitario de animales del grupo técnico colegiado
del CENID-PAVET del INIFAP. Todos los bovinos usa-
dos en este experimento fueron alojados, manejadosy
alimentados por personal entrenado de acuerdo con
las normas indicadas.

Vacuna contra babesiosis bovina

Se utiliz6 la vacuna bivalente atenuada contra babesio-
sis bovina desarrollada por el INIFAP, que consiste en
una mezcla de la cepa atenuada BIS de Babesia bigemi-
nay la clona BOR de B. bovis.®

Cepa bacteriana

La cepa ATCC7469 de Lactobacillus casei se cultivé bajo
condiciones aerébicas en el medio MRS a 37°C duran-
te 18 h. Posteriormente, los microorganismos fueron
centrifugados a 5000 g por 10 min, y el precipitado se
lavé varias veces con solucion salina amortiguadora es-
téril de fosfatos (PBS), mds tarde, los organismos mu-
rieron por calor en agua hirviendo durante 30 miny el
numero de organismos en el cultivo se ajusté a 10° uni-
dades formadoras de colonias (CFU)/ml de PBS.!%14

Animales

Veinte bovinos cruza Holstein x Suizo, libres de tuber-
culosis, brucelosis, babesiosis y anaplasmosis, con una
edad promedio de nueve meses, fueron distribuidos
al azar en tres grupos: no-vacunado: Testigo (n = 9),
inmunizado con la vacuna mixta contra babesiosis bo-
vina: VAC (n = 5), e inoculado con VAC 'y Lactobacillus
casei: LC-VAC (n = 6).

Diseho experimental

Los animales se alojaron en un potrero en Coate-
pec, Veracruz, ubicado a 1250 metros sobre el nivel
del mar; coordenadas geograficas: 19°25°0” Norte,
96°47°0” Oeste, donde recibieron los siguientes trata-
mientos: los animales del grupo Testigo recibieron 3
ml de solucion salina estéril via intramuscular (im) en
el anca derecha; los del grupo VAC fueron inmuniza-
dos via im en el anca derecha con 1 x 10® eritrocitos
infectados con cada una de las especies de Babesia del
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haunch and with Lactobacillus casei (3 x 10° CFU) in
a volume of 2 ml, in the left haunch. Then, they
were kept under observation for 24 days before trans-
portation to Paso del Toro, Veracruz (10 meters above
sea level, geographical coordinates: 19°2°0” North,
96°7°0” West) a bovine babesiosis endemic area with
estimated bovine babesiosis prevalence higher than
90%, '* where they were exposed in the field to Rhipi-
cephalus (Boophilus) microplus ticks naturally infected
with Babesia bovis and Babesia bigemina. This situation
was denominated “extreme field conditions” which
was defined as: the sum of tropical climate conditions,
summertime, heavy tick infestation, and hyper endem-
ic babesiosis area.

Record of temperature, packed cell
volume (hematocrit), Babesia parasitized
erythrocytes and IgG anti-Babesia anti-
body levels

At Paso del Toro, Veracruz, the following parameters
were recorded daily: rectal temperature (°C) and
packed cell volume (PCV, as percentage). Blood smears
were prepared daily from days five to 14 after challenge
(ac) and stained with Giemsa to determine, by optic mi-
croscopic evaluation, the presence of Babesia spp and
the percentage of parasitized erythrocytes (PPE). At the
same time, sera were obtained from the bovines at days
0, 17 after vaccination (av) and days eight and 20 ac to
establish anti-Babesia bigemina and anti-B-bovis antibody
levels by the indirect fluorescent antibody test (IFAT)."

Criterion to assess acute babesiosis

An animal was considered with acute babesiosis (which
required treatment to avoid death) when all the fol-
lowing parameters were present: 1) non-vaccinated
against bovine babesiosis, 2) reduction of PCV above
25% of the basal value, 3) rectal temperature higher
than 40°C during two days in a row and 4) presence
of Babesia spp. in stained blood smears. **!! Besides, it
was taken into account the poor physical condition of
animals (not measurable).

Assessment of babesiosis clinical signs
and acute babesiosis with death risk

Similarly, percentages of clinical signs of babesiosis
and acute babesiosis were assessed as follow:

¢ The percentage of clinical signs babesiosis = num-
ber of animals with fever and presence of parasites
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cultivo in vitro en un volumen de 3 ml, y los bovinos
del grupo LG-VAC fueron inoculados via im en dos
sitios diferentes: con VAC (3 ml) en el anca derecha
y con Lactobacillus casei (3 x 10° u.f.c.) en un volumen
de 2 ml, en el anca izquierda. Luego se mantuvieron
en observacion 24 dias antes de transportarlos a Paso
del Toro, Veracruz (10 metros sobre el nivel del mar,
coordenadas geograficas: 19°2°0” Norte, 96°7°0” Oes-
te), un area endémica de babesiosis bovina con una
prevalencia estimada de babesiosis bovina mayor a
90%,'* donde fueron expuestos en el campo a garra-
patas Rhipicephalus (Boophilus) microplus naturalmente
infectadas con Babesia bovis y Babesia bigemina. Esta si-
tuacion se denominé “condiciones extremas de cam-
po”, definidas como la suma de condiciones de clima
tropical, tiempo de verano, severa infestacion de po-
treros con garrapatas y area endémica de babesiosis
bovina.

Registro de temperatura, volumen
celular aglomerado (hematocrito),
eritrocitos parasitados con Babesia
y niveles de anticuerpos IgG
anti-Babesia

En Paso del Toro, Veracruz, se registraron diariamen-
te los siguientes parametros: temperatura rectal (°C) y
volumen celular aglomerado (PCV, como porcentaje).
Se prepararon frotis sanguineos diariamente desde el
dia 14 después de la confrontacién (dc), tenidos con
Giemsa para determinar por evaluaciéon microscopi-
ca optica la presencia de Babesia spp y el porcentaje
de eritrocitos parasitados (PEP). Al mismo tiempo, se
obtuvieron sueros de los bovinos los dias 0 y 17 des-
pués de la vacunacién (dv) y los dias ocho y 20 dc para
determinar los niveles de anticuerpos IgG anti-Babesia
bigeminay anti-B-bovis por medio de la prueba de inmu-
nofluorescencia indirecta (IFT)."

Criterio para determinar
babesiosis aguda

Un animal fue considerado con babesiosis aguda (re-
quiriendo tratamiento para evitar la muerte) cuando
mostré los siguientes parametros: 1) No vacunado
contra babesiosis bovina; 2) Mas de 25% de reduccion
del volumen celular aglomerado (VCA) con respecto
al valor basal; 3) Temperatura rectal mayor a 40°C du-
rante dos dias seguidos; y 4) Presencia de Babesia spp
en frotis sanguineos tenidos con Giemsa.”®!" Ademas,
se tomo en cuenta la pobre condicién fisica del animal
(no medible).



in Giemsa stained blood smears in the group/
total number of animals in the group x 100.

® The percentage of acute babesiosis with the risk
of death = number of animals in the group that
showed fever, PCV reduction above 25% of the
basal value and presence of parasites in Giemsa
stained blood smears /total number of animals
in the group x 100.

It is important to point out that, in contrast with
previous studies, experimental bovines in the control
group were treated against Babesia with 4,4'-(diami-
no)dibenzamide diaceturate” (Ganaseg) when they
showed acute babesiosis signs after challenge to avoid
their death. *®

Statystical analysis

Statystical significance of differences was determined
from means + standard deviation (SD) by analysis of
variance (ANOVA), with the experimental design soft-
ware.'®

Results

Temperature

From the clinical point of view, the animals in VAC-LC
group showed a better performance as compared with
the bovines in VAC group, particularly in the period
of time of seven days, from day 14 to day 20 ac. In this
period, the mean rectal temperature value (+ SE) was
significantly higher (P <0.05) in the animals belonging
to VAC group (40 + 0.08 °C) as compared with those
bovines from LC-VAC group (39.5 + 0.1°C) (Figure 1).

Packed cell volume (PCV)

At day 0 no significant differences were observed
among groups. At day 15 ac the mean percentage
of PCV in the control group was significantly lower
(16.6%, P<0.05) than the values observed in VAC
(21.5%) and LC-VAC (22.3%) groups, representing
a 52.4% drop with respect to the basal value (day 0).
On days 16 and 17 PCV was significantly different in
vaccinated groups as compared with control group
(P<0.05) (Figure 2).

Percentage of parasitized erythrocytes
(PPE)

At day 10 ac, Babesia spp was observed in stained blood
smears, only in levels of PPE below 0.01; then the va-
lues increased, and at days 12 and 14 ac, a significant
difference (P < 0.01) in the mean PPE values was ob-

Evaluacion de signos clinicos
de babesiosis y babesiosis aguda
con riesgo de muerte

Similarmente, los porcentajes de signos clinicos de
babesiosis y babesiosis aguda se determinaron de la si-
guiente manera:

¢ El porcentaje de signos clinicos de babesiosis =
numero de animales con fiebre y presencia de
parasitos en frotis tenidos con Giemsa en el gru-
po/nudmero total de animales en el grupo x 100.

¢ El porcentaje de babesiosis aguda con riesgo de
muerte = nimero de animales en el grupo que
mostraron fiebre, reducciéon de mas de 25% del
valor basal del VCA y presencia de parasitos en
frotis tenidos con Giemsa /numero total de ani-
males en el grupo x 100.

Es importante senalar que, en contraste con estu-
dios previos, los bovinos experimentales en el grupo
Testigo se trataron contra Babesia con 4,4'-(diamino)
dibenzamide diaceturate” (Ganaseg) cuando mostra-
ron signos clinicos de babesiosis aguda después de la
confrontacion, para evitar su muerte.*®

Analisis estadistico

La significancia estadistica de las diferencias se deter-
miné de las medias + desviacion estindar (DE) por
medio del analisis de varianza (ANDEVA) con el soft-
ware Paquete de disefios experimentales.'®

Resultados
Temperatura

Desde el punto de vista clinico, los animales del grupo
VAC-LC mostraron un mejor desempeno en compara-
cién con los bovinos del grupo VAC, particularmente
en el periodo de siete dias, que abarcé del dia 14 al dia
20 dc. En este periodo, el promedio de la temperatura
rectal (+ EE) fue significativamente mas alto (P < 0.05)
en los animales del grupo VAC (40 + 0.08°C), en compa-
racién con los bovinos del grupo LC-VAC (39.5 + 0.1°C)

(Figura 1).
Volumen celular aglomerado (VCA)

En el dia 0 no se observaron diferencias significativas
en este parametro entre los grupos. Al dia 15 dc el por-
centaje promedio de VCA en el grupo no-vacunado
(Testigo) fue significativamente mas bajo (16.6%, P <
0.05), comparativamente con los valores observados

*NOVARTIS Salud Animal México S.A. de C.V.
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served in LC-VAC group as compared to those values
of VAC and control groups. At day 12 ac, the PPE val-
ues (mean + SE) were 0.13%+ 0.05 for LC-VAC group;
0.53%+ 0.04 for VAC group, and 0.43%+ 0.12 for con-
trol group; while the values observed at day 14 ac were
0.10%+ 0.05 for LC-VAC group, 0.46%+ 0.02 for VAC
group, and 0.45%+ 0.12 for control group (Figure 3).

IgG anti-Babesia antibody levels

The mean IgG anti-Babesia antibody levels in both groups
of vaccinated animals were always higher to B. bovis than
to B. bigemina, after vaccination and after challenge. At
day eight ac, the mean antibody levels to B. bigemina were
higher in LC-VAC group than in VAC group (Figure 4a).
Similarly at day 17 av, the mean antibody levels to B. bovis
was higher in VAC group compared with that observed
in LC-VAC group; while that at day 20 ac, the mean an-
tibody levels to B. bovis were higher in LC-VAC group
than in VAC group (Figure 4b); however, no significant
differences were observed. In control group the mean
anti-Babesia antibody levels were very low ac as compared
with those means of LC-VAC and VAC groups.
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DAYS AFTER EXPOSURE TO Babesia INFECTED TICKS IN THE FIELD

Ficura 1. Temperatura promedio (°C) en tres grupos de bovinos
expuestos a Babesia spp transmitida por Rhipicephalus (Boophilus) mi-
croplus en el campo. Cada punto representa la media + E.E. de nue-
ve (Testigo), seis (Lactobacillus casei + vacuna mixta contra babesio-
sis: LC-VAC), y cinco bovinos (vacuna contra babesiosis: VAC). Los
asteriscos indican diferencias significativas (* P < 0.01; ** P < 0.05)
entre el grupo LC-VAC y los grupos Testigo o VAC. Se administré
tratamiento anti-Babesia a los animales Testigo el dia 16 (flecha).

FIGURE 1. Average temperature (°C) in three groups of bovines ex-
posed to Babesia spp transmitted by Rhipicephalus (Boophilus) micro-
plusin the field. Each point represents the mean + SE of nine (con-
trol), six (Lactobacillus casei + mixed vaccine against babesiosis: LC-
VAC), and five bovines (vaccine against babesiosis: VAC). Asterisks
indicate significant differences (¥ P < 0.01; ** P < 0.05) between
LC-VAC group and control or VAC groups. Anti-Babesia treatment
was administered to the control animals at day 16 (arrow).
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en los grupos VAC (21.5%) y LC-VAC (22.3%), y repre-
sent6 una disminucion de 52.4% con respecto al valor
basal (dfa 0). Los dias 16y 17, el VCA fue significativa-
mente diferente en los grupos vacunados, en compara-
cion con el grupo Testigo (P < 0.05) (Figura 2).

Porcentaje de eritrocitos parasitados PEP

El dia 10 dc se observé Babesia spp en los frotis san-
guineos tenidos s6lo en niveles inferiores a 0.01 PEP;
luego los valores se incrementaron, y los dias 12y 14
dc, se registr6 una diferencia significativa (P < 0.01) en
los valores promedio de PEP observados en el grupo
LC-VAC en comparacion con los valores de los grupos
VACy Testigo. Al dia 12, los valores de PEP (promedio
+ EE) fueron de 0.13% + 0.05 para el grupo LC-VAC;
0.53% + 0.04 para el grupo VAC, y 0.43% + 0.12 para
el grupo Testigo; mientras que los valores observados
el dia 14 dc fueron de 0.10% + 0.05 para el grupo LC-
VAC, 0.46% + 0.02 para el grupo VAC, y 0.45% + 0.12
para el grupo Testigo (Figura 3).

Niveles de anticuerpos IgG anti-Babesia

El promedio de los niveles de anticuerpos IgG anti-Ba-
besia en ambos grupos de animales vacunados siempre
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DAYS AFTER EXPOSURE TO Babesia INFECTED TICKS IN THE FIELD

FIGURA 2. Porcentaje promedio del volumen celular aglomerado
(PCV) en tres grupos de bovinos expuestos a Babesia spp transmiti-
da por Rhipicephalus (Boophilus) microplus en el campo. Cada punto
representa la media + E.E. de nueve (Testigo), seis (Lactobacillus
casei + vacuna mixta contra babesiosis: LC-VAC) y cinco bovinos
(vacuna contra babesiosis: VAC). Los asteriscos indican diferencias
significativas (P < 0.05) entre el grupo LC-VAC y los grupos Testigo
o VAC. Se administré tratamiento anti-Babesia a los animales Tes-
tigo el dia 16 (flecha).

FIGURE 2. Mean percentage of the packed cell volume (PCV) in
three groups of bovines exposed to Babesia spp transmitted by Rhi-
picephalus (Boophilus) microplus in the field. Each point represents
the mean + SE of nine (control), six (Lactobacillus casei + mixed
vaccine against babesiosis: LC-VAC), and five bovines (vaccine
against babesiosis: VAC). Asterisks indicate significant differences
(P <0.05) between LC-VAC group and control or VAC groups. Anti-
Babesia treatment was administered to the control animals at day
16 (arrow).



Babesiosis clinical signs and acute
babesiosis with death risk

Clinical signs of babesiosis (mainly fever) were ob-
served at day 16 ac in nine out of nine animals (100%)
of the control group, in six out of six bovines (100%)
of the VAC group and in three out of six animals
(50%) of the LC-VAC group; while signs of acute ba-
besiosis with risk of death were observed in nine out
of nine bovines(100%) of the control group and in
none of six or five animals (0%) of the LC-VAC and
VAC groups, respectively. At this day, all animals of the
control group showed both B. bovis and B. bigemina in
their stained blood smears when examined by the op-
tic microscope. At day 16 ac, three out of nine control
animals were lying on their bellies, while all bovines
from vaccinated groups showed a natural standing
position. At this day, the animals of the control group
were treated against babesiosis with 4,4'-(diamino)
dibenzamide diaceturate” (Ganaseg) during two days
in a row; however, at day 26 ac one animal died. Vac-
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FIGURA 3. Porcentaje promedio de eritrocitos parasitados por Babe-
siaspp determinado por el examen al microscopio de frotis sangui-
neos tenidos con Giemsa, los dias 12 y 14 después de la exposicion
de los tres grupos de bovinos a Babesia spp transmitida por Rhipi-
cephalus (Boophilus) microplus en el campo. Cada punto representa
la media + E.E. de nueve (Testigo), seis (Lactobacillus casei + vacuna
mixta contra babesiosis: LC-VAC), y cinco bovinos (vacuna contra
babesiosis: VAC). Los asteriscos indican diferencias significativas
(P <0.01) entre el grupo LC-VAC y los grupos Testigo o VAC.

FIGURE 3. Mean percentage of Babesia spp parasitized erythrocytes
as determined by the assessment of Giemsa stained blood smears at
days 12 and 14 after exposure of the three bovine groups to Babesia
spp transmitted by Rhipicephalus (Boophilus) microplus in the field.
Each point represents the mean + SE of nine (control), six (Lacto-
bacillus casei + mixed vaccine against babesiosis: LC-VAC), and five
bovines (vaccine against babesiosis: VAC). Asterisks indicate signi-
ficant differences (P < 0.01) between LC-VAC group and control or
VAC groups.

fue mas alto contra B. bovis que contra B. bigemina, des-
pués de la vacunacién y después de la confrontacion.
Al dia ocho dc, el promedio de los niveles de anticuer-
pos contra B. bigemina fue mas alto en el grupo LC-
VAC que en el grupo VAC (Figura 4a). Similarmente,
el dia 17 dv, el promedio de los niveles de anticuerpos
contra B. bovis fue mads alto en el grupo VAC en com-
paracién con el grupo LC-VAC; mientras que el dia 20
dc el promedio de los niveles de anticuerpos contra B.
bovis fue mas alto en el grupo LC-VAC que en el grupo
VAC (Figura 4b); sin embargo, no se observaron dife-
rencias significativas. En el grupo Testigo el promedio
de los niveles de anticuerpos anti-Babesia dc fue muy
bajo, comparado con los promedios de los grupos LC-
VACy VAC.

Signos clinicos de babesiosis
y de babesiosis aguda
con riesgo de muerte

Se observaron signos clinicos de babesiosis (princi-
palmente fiebre) el dia 16 dc en los nueve animales
(100%) del grupo Testigo, en los seis bovinos (100%)
del grupo VAC y en tres de seis animales (50%) del
grupo LC-VAC; mientras que se observaron signos de
babesiosis aguda con riesgo de muerte en los nueve
bovinos (100%) del grupo Testigo pero en ninguno
de los animales (0%) de los grupos LC-VAC y VAC. El
mismo dia, todos los animales del grupo Testigo mos-
traron tanto B. bovis como B. bigemina en sus frotis san-
guineos tenidos con Giemsa al ser examinados con el
microscopio 6ptico. Al dia 16 dc, tres de nueve anima-
les no vacunados estaban echados, mientras que todos
los bovinos de los grupos vacunados estaban de pie.
Ese mismo dia, todos los animales en el grupo Testigo
fueron tratados contra babesiosis con 4,4'-(diamino)
dibenzamide diaceturate” (Ganaseg) durante dos dias
consecutivos; a pesar del tratamiento, el dia 26 dc un
animal murié. Los animales vacunados (grupos LC-
VACy VAC) no recibieron tratamiento contra babesio-
sis. El dia 20 dc todos los animales fueron tratados con-
tra garrapatas (bano garrapaticida). Los bovinos mos-
traron cargas promedio de 2000 garrapatas (oscilando
entre 1500 a 3000 garrapatas por animal). Un ejemplo
de la carga de garrapatas se muestra en la Figura 5.

Discusion

Los resultados obtenidos demostraron la capacidad de
L. caseiinoculado simultaneamente con la vacuna mix-
ta contra babesiosis bovina, para incrementar la efi-
ciencia de dicha vacuna en animales (aun en menores

*NOVARTIS Salud Animal México S.A. de C.V.
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FIGURA 4. Promedio de los niveles de anticuerpos IgG anti-Babesia,
determinados por la prueba de inmunofluorescencia indirecta
(IFAT), los dias 0 (valores basales) y 17 después de la vacunacién
(dv) y a los ocho y 20 después de la confrontacion (dc), de tres
grupos de bovinos con Babesia spp transmitida por Rhipicephalus
(Boophilus) microplus en el campo. Cada punto representa la media
+ E.E. de nueve (Testigo), seis (Lactobacillus casei + vacuna mixta
contra babesiosis: LC-VAC), y cinco bovinos (vacuna contra babe-
siosis: VAC). a) IgG anti-Babesia bigemina; b) 1gG anti-Babesia bovis.

FIGURE 4. Mean levels of IgG anti-Babesia antibodies as determined
by the indirect fluorescent antibody test (IFAT), at days 0 (basal
values) and 17 after vaccination (av) and at eight and 20 after cha-
llenge (ac), of three bovine groups with Babesia spp transmitted
by Rhipicephalus (Boophilus) microplus in the field. Each point repre-
sents the mean + SE of nine (control), six (Lactobacillus casei + mi-
xed vaccine against babesiosis: LC-VAC), and five bovines (vaccine
against babesiosis: VAC). a) IgG anti-Babesia bigemina; b) 1gG anti-
Babesia bovis.

cinated animals (LC-VAC and VAC) did not receive
treatment against babesiosis. At day 20 ac, all animals
were treated against ticks (anti-tick bath). Bovines
showed average tick loads of 2000 (ranging from 1500
to 3000 ticks per animal). An example of cattle tick
load is shown in Figure 5.
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FIGURA 5. Vista posterior de un bovino mostrando la carga de ga-
rrapatas el dia 20 después de la introduccion a un potrero infes-
tado con Rhipicephalus (Boophilus) microplus en La Posta Veracruz,
México.

FIGURE 5. Rear view of a bovine showing tick load at day 20 after
moving to a paddock infested with Rhipicephalus (Boophilus) micro-
plus at La Posta Veracruz, México.

de nueve meses de edad) expuestos a la confrontacién
natural con B. bovis y B. bigemina transmitidas por la
garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus del gana-
do, y corroboraron los hallazgos previos observados en
bovinos vacunados y confrontados bajo condiciones
controladas con Babesia bovisy B. bigemina.'' En el estu-
dio de Bautista ¢t al.'” no se observé protecciéon contra
la confrontacién con Babesia spp en bovinos tratados
unicamente con L. casei. Con base en esa observacion,
en el presente estudio no se incluy6é un grupo de bovi-
nos tratados solamente con L. casei. Similarmente, los
resultados sugieren que los bovinos del grupo VAC-LC
estan mejor protegidos contra la infeccion natural con
Babesia bovisy B. bigemina transmitidas por garrapatas,
que aquéllos que solamente recibieron la vacuna con-
tra babesiosis. Se cree que los incrementos en el pro-
medio de temperatura observados los dias 24y 26 en el
grupo VAC, se pudieron deber a una reinfeccion con
Babesia que luego fue controlada. Se sabe que L. casei
estimula el sistema inmunitario innato por medio de la
activacion de receptores tipo-Toll (Toll-like receptors,



Discussion

The results obtained demonstrated the ability of L. ca-
sei inoculated simultaneously with the Mexican mixed
bovine babesiosis vaccine to enhance the efficiency of
this vaccine in animals exposed to a natural challenge
with B. bovis and B. bigemina transmitted by the cattle
tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus, and corrobo-
rate the previous findings observed in vaccinated bo-
vines and challenged with Babesia bovis and B. bigemina
under controlled conditions. ' In the study of Bautista
et al.' no protection against Babesia spp. challenge was
observed in bovines treated with L. casei alone. Based
on that finding, in the present study, a group treated
only with L. case: was not included. Similarly, the re-
sults suggest that the bovines of VAC-LC group are bet-
ter protected against the natural infection with Babesia
bovis and B. bigemina than those which only received
the bovine babesiosis vaccine alone. It is believed that
the spikes in temperature observed on days 24 and 26
for the VAC group may have been caused by a rein-
fection with Babesia, which was controlled later. It is
known that L. case: stimulates the innate immune sys-
tem through activation of Toll-like receptors (TLRs)
and production of Thl type cytokines. '"'® TLRs not
only induce innate immune responses, but also modu-
late cellular and humoral adaptive immunity, which
give rise to a better acquired immune response to a
particular antigen, such a as those of vaccines. 1% In
this respect, it has been shown that a protective killed
Leptospira borgpetersenii vaccine induces potent Thl im-
munity comprising responses by CD4 and y6 T lym-
phocytes in cattle. 222

The results observed in the present study suggest
that the use of L. casei in vaccines against bovine babe-
siosis might mitigate the severe responses to vaccina-
tion observed in vaccinated cattle. %

It is probable that the immune response elicited
by L. casei and the vaccine against babesiosis in this
study, consisted in a combination of both arms of the
immune response: cellular and humoral; however, the
cellular mechanisms should be investigated with more
detail in future studies.

Low mean temperature observed in the period of
time of seven days after field exposure (days 14-20),
was probably due to the presence of less parasites in
animals in LC-VAC group (39.5°C) as compared with
that observed in bovines of VAC group (40°C).

The drop in PCV (particularly at days 15, 16, and
17) was caused mainly in bovines belonging to con-
trol group by the infection with both species of Babesia
and the severe tick infestation (Figure 5), while that
observed in animals of LC-VAC and VAC groups was
probably caused by the tick infestation alone.

TLRs) y la produccién de citocinas tipo Th1.'”"® Los
TLRs no solamente inducen respuestas inmunitarias
innatas, sino que también modulan la respuesta inmu-
nitaria adaptativa celular y humoral que da lugar a una
mejor respuesta inmunitaria adquirida a un antigeno
en particular, como los antigenos de las vacunas.'®* En
este sentido, se ha demostrado que una vacuna pro-
tectora de Leptospira borgpetersenii muerta induce una
potente inmunidad Thl que comprende respuestas
mediadas por linfocitos T CD4y T y8 T en el ganado
vacuno.**

Los resultados observados en el presente estudio
sugieren que el uso de L. casei en vacunas contra babe-
siosis bovina podria disminuir las severas respuestas a la
vacunacién que se observan en el ganado vacunado.”

Es probable que la respuesta inmunitaria generada
en este estudio por L. casei y la vacuna bivalente con-
tra babesiosis consistié en una combinacién de ambos
brazos de la respuesta inmunitaria, celular y humoral;
sin embargo, los mecanismos celulares deben ser in-
vestigados con mas detalle en estudios futuros.

El bajo promedio de temperatura observado en el
periodo de siete dias después de la exposicion en el
campo (dias 14-20) probablemente se debi6 a la me-
nor presencia de parasitos en los animales del grupo
LC-VAC (39.5°C), en comparaciéon con lo observado
en los bovinos del grupo VCA (40°C).

La caida en el VCA (particularmente durante los
dias 15, 16 y 17) se observé principalmente en los bo-
vinos del grupo Testigo por la infeccién de ambas es-
pecies de Babesiay la severa infestacion por garrapatas
(Figura 5), mientras que la observada en los animales
de los grupos LC-VAC y VAC probablemente fue causa-
da por la sola infestacion de garrapatas.

El PEP mostrado por los animales del grupo VAC,
similar al de los bovinos del grupo Testigo, sugiere que
Babesia spp fue finalmente controlada; sin embargo,
los parasitos atenuados de la vacuna sola generaron
una respuesta protectora en los animales vacunados,
pero incapaz de evitar los signos clinicos temporales
causados por las cepas virulentas provenientes de la
infeccion natural.

El bajo PEP observado en los bovinos del grupo LC-
VAC en comparacién con los valores mostrados en los
animales de los grupos Testigo y VAC probablemente
se debi6 a la estimulaciéon de una mejor respuesta in-
munitaria que controlé la infeccién por Babesia con
mayor eficacia. En este contexto, es probable que la
respuesta inmunitaria innata fue activada por L. casei,
como se ha demostrado en las infecciones por B. micro-
1. Similarmente, se ha demostrado que es importan-
te la estimulacion apropiada de la respuesta inmunita-
ria innata en becerros, que involucra la induccién de
citocinas Thl y de células tipo-NK en el bazo, para el
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The PPE showed by animals of VAC group, similar
to those values of bovines in control group, suggests
that the Babesia spp. were eventually controlled in the
former and not in the latter; however, these attenuated
parasites were able to cause temporary mild clinical
signs in vaccinated cattle.

The low PPE observed in bovines of LC-VAC group
compared with the values shown in animals of control
and VAC groups was most likely due to the stimulation
of a better immune response which controlled Babesia
infection more efficiently. In this context, it is prob-
ably that the innate immune response was activated by
L. casei as it has been demonstrated in B. microti infec-
tions. '” Similarly, it has been shown that the appropri-
ate stimulation of innate immune response in calves is
important, which involves Th1 cytokine induction and
NK-like cells in the spleen, for the control of B. bovis
transmitted by R. (Boophilus) microplus cattle ticks.**

Although the production of anti-Babesia antibodies
in the animals of this study as manifestation of the im-
mune response was only recorded, it is feasible that the
cellular immunity was also involved in the control of
B.bovis and B. bigemina in vaccinated animals as it has
been previously suggested. %%

It is speculated that differences in the mean levels
of anti-B. bovis and anti-B. bigemina antibody levels in
sera from vaccinated animals, were probably the result
of different IgG sub-classes stimulated by treatments;
that is, the simultaneous treatment with L. casei and
the vaccine stimulated different IgG subclasses, unlike
the treatment with the bovine babesiosis vaccine alone.
However, more studies are required in this context.

It is important to point out that all animals in the
three groups were kept in the field infested with ticks,
up to 16 days after the anti-Babesia treatment in con-
trol group, period of time in which a drop in PCV was
noticed in all animals. In this respect, it must be taken
into account the direct effect of the massive tick in-
festation in animals which also induces, besides ane-
mia, depression of the bovine immune system, *"#
which in turn may give rise to the acquisition of Ba-
besia re-infection or other infections (viral, bacterial,
fungal) in weak animals; for this reason it is manda-
tory to carry out tick control measures, in addition to
the vaccination against Babesia spp. The present re-
sults are in agreement with recent studies in which it
has been indicated that for better vaccines, pathogen-
associated molecular patterns can be used to induce
innate immune responses, via Toll-like receptors, that
promote adaptive immunity.® In this context, the find-
ing that clinical cases of babesiosis can be observed in
unvaccinated calves younger than 9 months, born in
an endemic area of the disease*and the results of the
present study suggest that L. casei may provide added
protection, in adults and calves, to the live attenuated
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control de B. bovis transmitida por garrapatas R. (Boo-
philus) microplus.*

Aunque so6lo se registr6 la produccion de anticuer-
pos IgG anti-Babesia en los animales de este estudio
como manifestacion de la respuesta inmunitaria, es
probable que la inmunidad celular haya estado tam-
bién involucrada en el control de B. bovisy B. bigemina
en los animales vacunados, como se ha sugerido ante-
riormente.'"#%

Se especula que las diferencias en los promedios
de los niveles de anticuerpos IgG anti-B. bovis y anti-B.
bigemina en los sueros de los animales vacunados en
este sentido, posiblemente se debieron a diferentes
subclases de IgG estimuladas por los tratamientos; es
decir, el tratamiento simultaneo con L. casei y la vacu-
na contra babesiosis estimul6 diferentes subclases de
IgG, a diferencia del tratamiento con la vacuna sola.
Sin embargo, se requiere llevar a cabo mas estudios en
este sentido.

Es importante senalar que todos los animales en los
tres grupos fueron mantenidos en el potrero infesta-
do con garrapatas hasta por 16 dias después de que se
aplico el tratamiento anti-Babesia en los animales del
grupo Testigo, periodo en el cual se observo una dis-
minuciéon en el VCA en todos los animales. Respecto a
ello, debe tomarse en cuenta que el efecto directo de
la infestacion masiva con garrapatas en los animales,
que causa anemia y supresion del sistema inmunitario
de los bovinos,?* puede dar lugar a reinfecciones con
Babesia u otras infecciones (virales, bacterianas, fungi-
cas) en animales débiles; por esta razon, es vital llevar
a cabo medidas de control de garrapatas, ademas de
la vacunacion contra Babesia spp en zonas endémicas
de babesiosis. Los resultados del presente estudio con-
cuerdan con investigaciones recientes en las cuales se
ha indicado que para mejorar las vacunas, los patro-
nes moleculares asociados con patégenos pueden ser
utilizados para inducir respuestas inmunitaria innatas,
via receptores tipo-Toll, que promueven la inmunidad
adaptativa.” En este contexto, la observacion recien-
te de que casos clinicos de babesiosis se pueden pre-
sentar en becerros menores de nueve meses de edad
no-vacunados de una zona endémica de babesiosis* y
los resultados del presente trabajo, sugieren que el uso
de L. casei puede proporcionar proteccion adicional a
la vacuna bivalente contra babesiosis bovina, tanto en
bovinos adultos como en becerros, contra la infeccién
por Babesia en explotaciones localizadas bajo condicio-
nes tropicales donde la babesiosis bovina generalmen-
te es endémica.

Con base en los resultados obtenidos, se concluye
que: 1) la eficacia de la administracion simultanea de
L. casei y la vacuna mixta mexicana contra babesiosis
bovina fue mejor que la de la vacuna sola, en términos
de presentacion de signos clinicos de la enfermedad



vaccine against Babesia infection in farms located in
tropical conditions where bovine babesiosis is usually
endemic.

On the basis of the results obtained, it is concluded
that: 1) the efficacy of the simultaneous administra-
tion of L. casei and the Mexican mixed vaccine against
bovine babesiosis was better than the vaccine alone, in
terms of presentation of clinical signs after exposure
of vaccinated animals to a massive natural infestation
with ticks infected with B. bigemina and B. bovis in an
endemic area of bovine babesiosis; 2) the simultaneous
administration of L. casei and the Mexican mixed vac-
cine against bovine babesiosis induces protection in the
vaccinated animals similar to that observed in bovines
treated with L. casei two days before the administration
of the Mexican mixed vaccine against bovine babesio-
sis; 3) more studies are needed to elucidate the mecha-
nisms which operate in animals vaccinated with L. casei
and the bivalent vaccine against bovine babesiosis; 4)
it was observed that less than nine months old animals
non-vaccinated against bovine babesiosis, develop acute
babesiosis when they are exposed to a heavy infestation
with B. bovis and B. bigemina infected ticks.
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