Parasitologia y Parasiticidas

Coordinador: Dr. Roger Ivan Rodriguez Vivas, Moderador: Dr. Rubén Hernandez Ortiz, Relator:
MVZ Carlos Enrique Jasso Villazul.

Temas:

1.- Requisitos que debe cumplir una vacuna contra parasitos para su registro y

comercializacion. MVZ Ofelia Flores Hernandez.
2.- Vacunas contra protozoarios. Vacunas en el mercado y casos de éxito. Dr. Juan Joel

Mosqueda Gualito.
3.- Vacunas contra helmintos. Dr. Felipe de Jesus Torres Acosta.

4.-Vacunas contra garrapatas. Presente y futuro. Dr. Rodolfo E. Lagunes Quintanilla.
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REQUISITOS PARA EL
REGISTRO Y
COMERCIALIZACION DE
VACUNA CONTRA
PARASITOS

Diciembre 7, 2017



*REGISTRO:

Procedimiento por el cual la autoridad regulatoria
nacional otorga permiso a un producto para
elaboracion o importacion, distribucion vy
comercializacion, basado en la evaluacion de
evidencias que sustenta sus caracteristicas, entre
las principales, calidad, eficacia y seguridad.

- *BUENAS PRACTICAS DE USO:
N Modos de empleo oficialmente

\Q/ autorizados o recomendados por las
L\ Y autoridades nacionales de productos

veterinarios.

*BUENAS PRACTICAS DE USO DE PRODUCTOS VETERINARIOS. CAMEVET Cod: BPU 001, 2008




MARCO REGULATORIO ZOOSANITARIO

e Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos

e Ley Organica de la Administracion Publica Federal

e Ley de Desarrollo Rural Sustentable
e Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion
Ley Federal de Procedimiento Administrativo

Ley General de Pesc:, Ley Federal | Ley Federal Ley de
y Acuacultura 2 de Sanidad de Sanidad ¥ Biosegurida

Sustentable / ” Animal / V Vegetal
Y y

24 de julio de 2007 25%e julio de 20027 26 de julio de 2007

Ley de
Productos
Organicos

19 de marzo de 2008 7 de febrero de 2006

)

S —

102 Normas Oficiales

Mexicanas Reglamentos Reglas de Operacion

En proceso constante de armonizacion con:
OIE (Organizacion Internacional de Salud Animal),
CIPF (Convencion Internacional de Proteccion Fitosanitaria),

CODEX ALIMENTARIUS,
MSF-OMC (Acuerdo de Medidas Sanitarias y Fitosanitarias)

Decretos, Acuerdos,
Manuales y Circulares




REGULACION VINCULADA CON PRODUCTOS BIOLOGICOS CONTRA
PARASITOS

Requisitos de efectividad bioldgica para los ixodicidas de uso en bovinos y
método de prueba.
Especificaciones para la regulacion de productos quimicos, farmacéuticos,

bioldgicos y alimenticios para uso en animales o consumo por éstos

NOM-006-Z00-1993

NOM-012-Z00-1993 *

Caracteristicas y especificaciones zoosanitarias para las instalaciones, equipo
y operacion de establecimientos que comercializan productos quimicos,
farmacéuticos, bioldgicos y alimenticios para uso en animales o consumo por

NOM-022-Z00-1995 *

éstos

Especificaciones y caracteristicas zoosanitarias para el transporte de
NOM-024-Z00-1995 |animales, sus productos y subproductos, productos quimicos, farmacéuticos,

bioldgicos y alimenticios para uso en animales o consumo por éstos

Especificaciones de productos quimicos, farmacéuticos, bioldgicos y

NOM-059-Z00-1997 @ . . , , L
alimenticios para uso en animales o consumo por éstos. Manejo técnico del

material publicitario

ACUERDO por el que se establece la Campaifia Nacional para el control de la
garrapata Boophilus spp.




REQUISITOS:

Todas las empresas que Importen, elaboren, distribuyan y comercialicen
productos para uso o consumo animal deben notificar

AVISO DE INICIO DE FUNCIONAMIENTO* ﬂk
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*Art. 105 LFSA, Art. 149 RLFSA
Tramite SENASICA 01-018

Directorio Nacional de Establecimientos Industriales y Mercantiles:
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/115572/Directorio_de_Establecimientos_Industriales_y_Mercantiles_de_Productos_Veterinarios_.pdf




REQUISITOS:
REGISTRO DE PRODUCTOS VETERINARIOS ANTE SAGARPA

Aprobacion

o No. de registro
Cumplimiento SAGARPA

B-0000-000

A / " 4 —

TRAMITE SENASICA 01-024

*GUIA PARA LA PRESENTACION E INTEGRACION DE LOS DOCUMENTOS PARA EL REGISTRO DE LOS PRODUCTOS BIOLOGICOS PARA USO EN
ANIMALES :

https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/116801/Gu_a_para_el_registro_de_ Productos_Biol_gicos.pdfhttps://www.gob.mx/cms/uploads/atta
chment/file/116801/Gu_a_para_el_registro_de_Productos_Biol_gicos.pdf




DOCUMENTOS QUE CONFORMAN EL EXPEDIENTE:

INFORMACION : : e ,
CIENTIFICA Publicaciones cientificas del uso del producto terminado,
QUE RESPALDE en bibliografia nacional o internacionales con arbitraje o
EL EMPLEO DEL indexada
PRODUCTO

CARACTERISTICAS - . .
DE LA SEMILLAS Informacion de procedencia de |la semilla maestira

MAESTRA Y DE utilizada en la elaboracion del producto terminado.
PRODUCCION

CERTIFICADO Documento que avala la procedencia del agente
DE ORIGEN inmunizante

RLFSA Requisitos para el Registro: Art. 153,154, 155y 156 fraccién V.
Tramite SENASICA 01-024




PROTOCOLO
DE
FABRICACION

TECNICAS
ANALITICAS
DEL
PRODUCTO

ENVASE
PRIMARIO Y
SECUNDARIO

PRUEBAS DE
ESTABILIDAD

Proceso de elaboracion: areas, equipo, diagrama de
flujo del proceso, materias primas, procesos de
etiqguetado, acondicionamiento y condiciones de
almacenamiento del producto

Metodologias de laboratorio aplicables al producto
terminado, basadas en referencias bibliograficas
nacionales o internacionales y validadas

Descripcion de las caracteristicas y
especificaciones

Para determinar tiempo de caducidad o vida de anaquel
del producto, con base en Normas Oficiales Nacionales o
infernacionales o metodologias internas validadas




DOCUMENTO
(CERTIFICADO)
DE ANALISIS DE
CONTROL DE
CALIDAD

RESULTADOS DE
CONSTATACION

PRUEBAS DE
CONTROL
FISICOQUIMICO

PRUEBAS DE
CONTROL
BIOLOGICO

Garantizando la calidad del producto con base
en las especificaciones presentadas, emitido por
el laboratorio interno o contratado, autorizado por

la Secretaria

Con base en NOMs para comprobar caracteristicas y por
Laboratorios de Referencia Nacional: CENAPA, CENASA

ph, humedad, inspeccion fisica, vacio, concentracion de
inactivante y del preservante

Esterilidad, pureza, seguridad o inocuidad, titulacion,
cuenta viable, fitulacion, disociacion, inactivacion,
inmunogenicidad, potencia,




RESULTADOS DE
LAS PRUEBAS

NOM-006-Z00-1993. Requisitos de efectividad biologica
BIOLOGICAS para los ixodicidas de uso en bovinos y metodo de prueba

4.7. En el caso de las vacunas contra la garrapataBoophilus spp,

La evaluacion debera realizarse en establo y campo,

Los elementos basicos que debe contener el protocolo son:

a) La vacuna sera evaluada con al menos cuatro cepas de referencia como son,
Tuxpan, Tempoal, Susceptible y La Mora.

b) Producto de la evaluacidn se debera lograr al menos un 80% promedio de control
sobre garrapata Boophilus.

c) La aplicacion de la vacuna no debera provocar lesiones o reacciones secundarias

imputables a la vacunacion. -_
\FTiia




ACUERDO por el que se establece la Campana Nacional para el control
de la garrapata Boophilus spp.

Publicada en el DOF el 10 de septiembre de 2012.

* Los inmundgenos contra la garrapata autorizados por la Secretaria se
utilizaran siempre en combinacion con los tratamientos garrapaticidas
senalados en el mismo Acuerdo.




NOMBRE
COMERCIAL
DEL PRODUCTO
y NUMERO DE
REGISTRO

ADVERTENCIAS
DE SEGURIDAD:
TOXICIDAD Y
ANTIDOTOS

PROYECTO DE
ETIQUETA

FORMATO
REGULACION
DE PRODUCTO

USOS, DOSIS, ESPECIES ANIMALES

VIAS DE /EDADES / ETAPAS /
ADMINISTRACION FIN ZOOTECNICO

CONDICIONES
DE
CONSERVACION
DEL PRODUCTO

Texto de la Etiqueta, Empaque e Instructivos

Tarjetdén de registro




Productos Importados,
Requisitos adicionales:

Carta de autorizaciéon de la empresa
elaboradora exiranjera

La empresa elaboradora extranjera, otorga la
autorizacion para la regulacion y comercializacion
del producto terminado

Certificado de libre venta o documento
equivalente

Avala que el producto estd registrado y se
comercializa liboremente en el pais de origen o
esta autorizado para su elaboraciéon y

exportacion. "

Certificado para exportacion o
documento equivalente




PRODUCTOS VETERINARIOS REGISTRADOS EN MEXICO

Aves. QUIMICO FARMACEUTICOS ACU'lf;DLAS
11% 0

PORCINOS
27%

MASCOTAS
24%
BIOLOGICOS

OTROS
16%
BOVINOS/OV/CA
P

~A=a

PORCINO
19%

ALIMENTOS

= MEDICADOS ADITIVOS

RUMIANTES
23%
ADITIVOS MEDICADO
45% S

‘ 55%

v" 7,850 Quimico Farmacéuticos
v' 1,300 Biolégicos
v" 4,000 Alimentos

!




Vacunas Registradas en México
contra parasitos en animales

VACUNA TIPO

Vacunas Contra Eimeria en aves Suspension acuosa 13

Vacuna Contra Giardia lambdia en canidos . Suspension 01

Vacunas Contra Boophilus microplusy B. 02
annulatus, Antigeno Bm-86 en bovinos
Vacuna Contra Neospora caninum 01

(taquizoitos) cepa BPA-1 en bovinos

| oA

https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/206137/REGISTRO_DE_BIOL_GICOS_VIGENTES.pdf m
Firvia




SAGARPA
PRTTARTA i G TCTA,
AT

PAEA Y KT TACION

MVZ ENRIQUE SANCHEZ CRUZ
DIRECTOR ENJEFE

MVZJOAQUIN BRAULIO DELGADILLO ALVAREZ
DIRECTOR GENERAL DE SALUD ANIMAL

O Coordinacién de Gestion
O Secretaria

MVZ OFELIA FLORES HERNANDEZ
DIRECTORA DE SERVICIOS Y CERTIFICACION PECUARIA

MVZ MONICA B. GHENNO MARCHAND - = -
SUBDIRECTORA REGULACION - MVZJESUS R. GARCIA VAZQUEZ
ESTABLECIMIENTOSY PRODUCTOS SUBDIRECTOR DE INSPECCION, VERFICACIONY

VETERINARIOS - DISENO DE PROGRAMAS

MVZ ROGELIO RODRIGUEZ GONZALEZ
SUBDIRECTOR APROBACION Y CERTIFICACION

‘ A « . i
MVZ N. CECILIAMIGUEL SALDIVAR MVZ GERARDO CRUZ GALAN MVZ A. IMELDA PEREA RODRIGUEZ MVZ LORENA REYES GUERRA
MVZ NANCY HERNANDEZ CARMONA JEFA DE DEPARTAMENTO DE REGULACION DE JEFA DE DEPARTAMENTO DEPARTAMENTO DE JAFA DE DEPARTAMENTO DE DEPARTAMENTO
JEFA DE DEPARTAMENTO ORGANISMOS DE JEFE DE DEPARTAMENTO DE REGULACION Y v F
ESTABLECIMIENTOS INDUSTRIALES Y REGISTRO DE PRODUCTOS VETERINARIOS INSPECCION Y VERIFICACION DE PRODUCTOS DE INSPECCION Y VERIFICACION DE
O 4 PROFESIONALES CERTIFICACION MERCANTILES DE PRODUCTOS VETERINARIOS VETERINARIOS ESTABLECIMIENTOS
TECNICOS
QO 3 PROFESIONALES U 7 PROFESIONALES O 16 PROFESIONALES QO 2 PROFESIONALES O 2 PROFESIONALES
TECNICOS TECNICOS TECNICOS TECNICOS




Y

SENASICA

MVZ MC Ofelia Flores Hernandez
Directora de Servicios y Certificacion Pecuaria

Boulevard Adolfo Ruiz Cortines No. 5010, Piso 5
Col. Insurgentes Cuicuilco, Delegacion Coyoacdn
C.P. 04530, Ciudad de México
Tel: (52) 55 59 05 1000 ext. 53222.

empresaproducto.dgsa@senasica.gob.mx
ofelia.flores@senasica.gob.mx
http://www.gob.mx/senasica
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Vacunas contra protozoarios.
Vacunas en el mercado y casos

LINVAS

Laboratorio de Investigacién en Inmunologia y Vacunas
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

PARASITOLOGIA
Y
PARASITICIDAS

de éxito

Dr. Juan Mosqueda

Laboratorio de Inmunologia y Vacunas
Facultad de Ciencias Naturales

Universidad Autonoma de Querétaro

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
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Definicion

Preparacion de organismos

(muertos; organismos Vivos, atenuados; particulas virales
iInactivas o atenuadas; toxinas bacterianas inactivadas)

0 sus componentes como proteinas, carbohidratos, o acidos
nucléicos

que son administrados para estimular una respuesta
Inmune.

Las vacunas protegen a un individuo contra el agente
patdgeno o sustancia en el futuro.

science.education.nih.gov/supplements/nih1/diseases/other/glossary/act1-gloss5.htm




Vacuna ldeal

100 % segura

Una sola dosis sea suficiente
Administracion facil
Almacenamiento por tiempo
indefinido a temperatura
ambiente

5.  Manufacturacion facil y barata
6. Capaz de conferir inmunidad de
larga duracion

i

www.mansfield.ohio-state.edu/~sabedon/biol2080.htm
www.malariavaccine.org/mal-vacl-ideal-vaccine.htm




Desarrollo de una vacuna

m

Wik

Comprende dos etapas amplias:

1. Desarrollo pre-clinico. Es un proceso
de investigacion conducido en el
laboratorio.

1. Desarrollo clinico. Es el proceso que
involucra una primera evaluacion en
la especie a |la cual es destinada.

7
7
/

%

-4
o
S




Desarrollo de una vacuna

Desarrollo pre-clinico. Es un proceso de

investigacion conducido en el laboratorio

y en animales. Incluye:

a. ldentificacion (descubrimiento) de
antigenos relevantes.
Creacion del concepto de la vacuna.

c. Evaluacion de la eficacia de la vacuna
en modelos.

d. Produccion de la vacuna bajo los
estandares de Buenas Practicas de
Produccion.

http://www.sabin.org/programs/vaccine-development




Desarrollo de una vacuna

Desarrollo clinico. Es el proceso que involucra una primera
evaluacion en la especie definitiva. Comprende cuatro etapas
durante varios anos:
Fase I: son ensayos clinicos para evaluar la seguridad de Ia
vacuna en esa especie y el tipo de respuesta inmunitaria que
genera.

Fase II: ensayos clinicos mas grandes que evaluan la eficacia de
la vacuna contra infeccion artificial y enfermedad clinica.
También se evalua la seguridad de la vacuna, efectos
secundarios y la respuesta inmunitaria.




Desarrollo de una vacuna

Desarrollo clinico. Es el proceso que involucra una primera
evaluacion en l|a especie definitiva. Comprende cuatro etapas
durante varios anos:
Fase Ill. Los ensayos clinicos se estudian a gran escala en cientos
de individuos en distintos sitios donde existe la enfermedad en
condiciones naturales (si se retiene la seguridad de la vacuna y la
eficacia, el productor puede aplicar para obtener una licencia
para comercializar el producto para uso).

Fase IV: ocurre después de que la vacuna ha sido autorizada para
su uso. Su objetivo es identificar efectos secundarios adversos y
determinar su eficacia a largo tiempo.




iempo de desarrollo de una vacuna

* Toma en promedio entre 11y 16 anos para que una
vacuna progrese de fase pre-clinica a fase lll.

* Los costos esperados de son entre $15-25 millones de
dolares (MD) por ano.

* De $6-12 MD en fases | y lla
* De $20-40 MD en fases Illb
e De $115-170 MD para estudios de fase Il

Ther Adv Vaccines, 2015




Tiempo de desarrollo de una vacuna

Pero las tasas de éxito son:
* 20% para estudios de desarrollo/preclinicos
* 33% por cada fase | y Il

* Y 85% para estudios de fase lll.

Ther Adv Vaccines, 2015




Antigenos utilizados como vacunas

e Cuantos mas antigenos tenga una
vacuna mayor sera su efectividad.

* Los organismos vivos son mas eficaces
gue los inactivados.

* Nuevas vacunas a base de antigenos de
patogenos que son expresados por otro
tipo de células que actuan como vector.




Tipos de vacunas

* Vacunas a base de organismos vivos.
e Vacunas a base de organismos muertos.

* Vacunas a base de fragmentos sub-celulares y de
antigenos de superficie.

www.dogaware.com/health/vaccinations.html




Antigenos utilizados como vacunas

Vacunas a base de organismos vivos: Son muy

inmunogeénicas. Ademas confieren proteccion de
larga duracion.

a) la coccidiosis aviar,
b) la teileriosis bovina,

c) la toxoplasmosisy,

d) la babesiosis

Vacuna contra la teileriosis (Theileria annulata)
en Kazajistan: (https://nfpharma.kz/)




Antigenos utilizados como vacunas

Atenuados. Se reduce la virulencia sin perder los antigenos deseados.

Se atenua mediante:
* Cultivo in vitro: Toxoplasmosis
* Pases en tejidos o animales: Babesiosis, Teileriosis.

* El patogeno se adapta al nuevo tejido o se selecciona y no infecta bien el tejido
original.

Modificados. Se inducen mutaciones aleatorias o dirigidas, seguidas de seleccion;

* radiaciones, '.'@'-PLOS | s1otoGy

e agentes quimicos,
 DNA recombinante.

RESEARCH ARTICLE

Phosphatidylthreonine and Lipid-Mediated
Control of Parasite Virulence

Ruben D. Arroyo-Olarte’, Jos F. Brouwers?, Arunakar Kuchipudi', J. Bernd Helms?,
Aindrila Biswas?, lidiko R. Dunay?, Richard Lucius', Nishith Gupta®**




Vacunas vivas contra protozoarios de
Importancia veterinaria

=
% Pathogen(s) Host Brand namel(s) Distributor(s) Characteristic(s)
. Eimeria spp. Poultry Coccivac, Immucox, Paracox, Shering-Plough, Vetech Labs, Novus Sporulated oocysts of several or all of the
Adwvent, Nobilis Cox ATM International, Intervet avian species
Eimeria spp. Poultry Inovocox Embrex In ovo delivery using proprietary platform
injection system
E. tenella Poultry Livacox BIOPHAEM Precocious and egg-passaged lines
Theileria parva Cattle Centre for Ticks and Tick-borne Infection followed by drug treatment
Disease, Malawi
Theileria annulata Cattle Local veterinary institutes Culture-derived schizonts
and T. hirci
Toxoplasma gondii Sheep Ovilis Toxovax Intervet S48 strain with a lost ability to form cysts
after passages in mice
©» Babesia bovis and  Cattle Local veterinary institutes Infected blood from splenectomized
::f B. bigemina calves
=

Clin Microbiol Rev. 2007 July; 20(3)




Antigenos utilizados como vacunas

Vacunas contra protozoarios hechas a base de organismos muertos.
e Son pocas en la industria veterinaria

* Hacia el mercado de pequenas especies.

e Estas vacunas son, en general, menos efectivas que las vacunas vivas:
* su inmunidad es de corta duracion, pero pueden disminuir los signos clinicos de
la enfermedad.

* Vacunas contra protozoarios en el mercado han sido desarrolladas
contra:

a) Neospora caninum,
b) Sarcocistis neurona,
c) Giardia lamblia,

d) Eimeria maxima,

e) Leishmania donovani




Antigenos utilizados como vacunas

Babesia canis vogeli.
Imagen: Aldo Pavon

Vacunas a base de fragmentos sub-celulares y de antigenos de
superficie:

Los primeros antigenos que reconoce el sistema inmunitario son los
antigenos de superficie.

Estos antigenos se pueden utilizar como vacuna segura contra
infecciones que sean eliminadas por anticuerpos: fases
extracelulares.

Babesiosis canina.

Limitada inmunogenicidad, mejor posibilidad de éxito. Requieren
adyuvante.
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Vacunas muertas o de subunidades contra
orotozoarios de importancia veterinaria

Available veterinary killed /subunit protozoal vaccines
Pathogen(s) Host Brand name(s) Distributor(s) Characteristic(s)
Neospora Cattle Bovilis, Neoguard Intervet Killed tachyzoites, reduces abortion
caninum
Giardia Dogs Giardiavax Fort Dodge Cultured trophozoites, reduces disease and cyst shedding
duodenalis
Sarcocystis Horses Epm vaccine Fort Dodge In vitro-cultured merozoites, chemically inactivated
neurona
Babesia canis Dogs Pirodog and Merial and Intervet In vitro-cultured supernatant antigens, reduce clinical disease
Nobivac Piro (respectively)
Leishmania Dogs Leishmune Fort Dodge Native fucose-mannose-ligand antigen complex
donovani
Eimeria maxima Poultry CoxAbic Novartis AH Gametocyte antigen(s); transmission blocking through maternal
antibody transfer

Clin Microbiol Rev. 2007 July; 20(3)
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Vacunhas contra
la babesiosis bovina

PARASITOLOGIA
Y
PARASITICIDAS




Babesiosis: Distribucion

Zonas tropicales y subtropicales del mundo

(McCosker, 1981)
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Juan Mosqueda et al, CMC, 2012.
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ETIOLOGIA
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e Dos especies en México:
— Babesia bigemina
— Babesia bovis

Babesia bigemina Babesia bovis

\ector

Rhipicephalus (Boophilus)
- microplus
- annulatus

Imagenes: Juan Mosqueda




Signos Clinicos: Babesia bovis

e Parasitemia ~ 0.2-0.04 %

e Dano a organos

e Edema pulmonar

e Choque hipotensivo severo

e Disfuncion Cerebral

e Mortalidad >50%




Signos Clinicos: Babesia bigemina

e Fiebre
e etargia
e Anorexia

e Deshidratacion

e Hemolisis progresiva
e Hemoglobinemia
e Hemoglobinuria

o e Anoxia anémica
e |ctericia



Vacunas contra la babesiosis bovina en
Meéxico

e No hay vacunas comerciales disponibles de ningun
tipo.

e Las vacunas vivas son efectivas pero poco seguras.

e No hay vacunas recombinantes contra la babesiosis
bovina en el mundo.




Como se genera una
vacuna contra la
Piroplasmosis bovina



El Centro de |a Fiebre de la Garrapata
en Queensland, Australia

Rl st




he State of Queensland, Department of
Agriculture and Fisheries, 2017.

Y VW POV V P9 9
Combavac 3 in 1 Live Tick Fever Vaccine

DOSSIER — Apr 2017

Queensland
Overnime

1.2.2 Name
Name and code of the products
Product code APVMA registration Name of product
number
CONa3I1 53629/0508 Combavac 3 in 1 concentrate
FRZ025 53629/25/0508 25-dose dllue'nt pack for use with
Combavac 3 in 1 concentrate
FRZ100 53629/100/0508 100-dose dllugnt pack for use with
Combavac 3 in 1 concentrate




El Centro de |a Fiebre de la Garrapata
en Queensland, Australia
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Piroplasmosis: Babesia bovis

Mediante pases rapidos en
becerros esplenectomizados de
6-7 meses de edad.

Pase rapido= 6-10 dias.

18-20 pases lentos.

Porcentaje de éxito =95 %

(Necesidad de incrementar mas
pases).




Piroplasmosis: Babesia bigemina

® Mediante pases lentos en

becerros intactos de 6-7 meses
de edad.

® Pase lento = 3-5 semanas.
® 12 pases lentos.

® |Los becerros se esplenectomizan
al final para recuperar la sangre.

® Porcentaje de éxito =90 %
(Necesidad de incrementar mas
pases).
Dalgliesh et al, 1981.
D.H. Aguirre et al, 1989.




Piroplasmosis: Vacuna atenuada

Una vez que ya se tiene la vacuna:
Se esplenectomizan dos becerros,

10 dias después se sangra para
obtener la vacuna,

La vacuna se usa fresca o se
guarda en nitrégeno liquido.




Beneficios

Vacuna viva atenuada:

* Proteccion del 99-100% de los bovinos vacunados.
* De por vida.

* Vacuna disponible por tiempo indefinido.

* Potencial de comercializacion.

* Tiempo corto de recuperacion de la inversion inicial.
* Beneficio social.




Principales caracteristicas de los protozoarios

Mayor tamano y complejidad gendmica
Mayor variedad y cantidad de antigenos
Ciclos biologicos complejos

Especies presentan variacion antigénica




Importancia de |la variacion antigénica en los parasitos

e Los parasitos necesitan tiempo en su hospedero para poder completar su
complejo desarrollo, madurar sexualmente y reproducirse, y asegurar la
transmision que les permita continuar el ciclo bioldgico

 Los parasitos han desarrollado mecanismos efectivos para evadir la
inmunidad innata y adaptativa




Variacion antigénica: un reto

* El mecanismo de la variabilidad antigénica en los parasitos ha limitado
considerablemente el desarrollo de estrategia de control de las
enfermedades

* Hasta ahora no se ha producido vacunas de forma comercial contra estas
enfermedades a pesar los avances en cuanto a la caracterizacion
inmunobiologica molecular de sus antigenos.

 Permanece el reto para los investigadores en el desarrollo de las vacunas
ideales.




CONASA £ a ™

Y
-

CONSEJO TECNICO :
CONSULTIVO ( b |y
NACIONAL DE ) d -

SANIDAD ANIMAL » { ( ( { ( ‘

INMUNOLOGIA DE LA
BABESIOSIS

PARASITOLOGIA
Y
PARASITICIDAS




MECANISMOS DE INMUNIDAD ADQUIRIDA

CONTRA Babesia bovis
Macrofago activado
e|FN tipo 1
mmmmmp o|[-]12

°|L-18

a B. bovis ,

NO |
1gG2 < }};} 4= |CN-y
18G]l (— - = | Y =
Linfocito B Linfocito T

colaborador

Adaptado de Brown y Palmer, Parasitology Today, 15(7): 1999
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Stimulation of T-Helper Cell Gamma Interferon and Immunoglobulin
G Responses Specific for Babesia bovis Rhoptry-Associated Protein 1
(RAP-1) or a RAP-1 Protein Lacking the Carboxy-Terminal
Repeat Region Is Insufficient To Provide Protective
Immunity against Virulent B. bovis Challenge

Junzo Norimine,' Juan Mosqueda,'{ Carlos Suarez,” Guy H. Palmer,' Terry F. McElwain,’
Gabriel Mbassa,' and Wendy C. Brown'*

Department of Veterinary Microbiology and Pathology' and Animal Disease Research Unit, Agricultural Research Service,
U.S. Department of Agriculture,” Washington State University, Pullman, Washington 99164

Las respuestas inmunitarias tipo TH1 basadas en produccion
de interferon gama e 1gG2 contra un solo antigeno no son
suficientes para conferir inmunidad protectora contra

Babesia bovis.




Alineamiento Multiple MSA-2c¢

MEA-zC Mo7

MEA-ZC CHIAPAS 1
Msh-7C MAYARTT
MaA-ZC TAMAULIPAS =
MaA-ZC QUINTANAZ ROO
MEp-ZC WERACEUZ 2
MaA-ZC CHIAPAS =2
M3A-ZC GUERRERD
MEa-7C JALISCO
M32-7C WERACEUZ 1
MEA-ZC ME<ICO
MeA-zC RAD

Mza-7C TAEBASCO
M3A-ZC TAMAULIDAS

M3p-7C Mo7

MEA-ZC CHIAPAS 1
M2A-ZC MATARIT
MEA-7C TAMAULIPAS 2
MB4-2C QUINTANE ROO
M3A-ZC VERACETZ =2
MaA-ZC CHIAPAS =2
M3a-ZC GUERREEROD
M2A-ZC JALISCO
M3A-ZC VERACETZ 1
M3A-2C MEXICO
MeA-zC RAD

M2A-ZC TABASCO
M2A-FC TAMATLIPAS

MEA-zC Mo7

MEA-ZC CHIAPAS 1
Msh-7C MAYARTT
MaA-ZC TAMAULIPAS =
MaA-ZC QUINTANAZ ROO
MEp-ZC WERACEUZ 2
MaA-ZC CHIAPAS =2
M3A-ZC GUERRERD
MEa-7C JALISCO
M2a-z2C VERACEUZ 1
MEA-ZC ME<ICO
MeA-zC RAD

Mza-7C TAEBASCO
M3A-ZC TAMAULIDAS

MEp-ZC Ma?

MEA-ZC CHIAPAS 1
M2A-ZC MATARIT
MEA-7C TAMAULIPAS 2
MeA-2C QUINTANA ROO
M3A-ZC VERACETZ =2
MaA-ZC CHIAPAS =2
M3a-ZC GUERREEROD
M2A-ZC JALISCO
M3A-ZC VERACETZ 1
MEh-2C MEXICO

MeA-zC RAD

M2a-7C TABASCO
MEA-ZC TAMAITLIPAS

(1)
(1)
(1
(1)
(1)
(1
(1)
(1)
(1)
(1
(1)
(1)
(1
(1)

[7E)
(76
(76
[7E)
(7]
(76
(76
(76)
(76
(76
[7E)
(76
(76
[7E)

{151}
{151}
{151}
{151}
{151}
{151}
{151}
{151}
{151}
{1EL)
{151}
{151}
{151}
{151}

[E26)
[E2&)
[E26)
[E2G)
(E2&)
[E26)
[E26)
[E2G)
[E26)
[E26)
[E26)
[E26)
[E26)
(EZE)

1 75
MYSFHIITVAF CEILF TYTRASE] EK TVE TEQVHGEHL LFL DMEME Y1 VHE ST DESMLES ILEFNFEAVGMEL TS
MYSFHIITVAF CEILF TYTHASE] EK TVE TEQVHGEHL LFL DMENE Y1 VHE ST DESMLES ILEFNFEAVGMEL TS
MV SFNII TVAF CSTLFHYAYA ST EEAVE THOVNGSEL LFD DMFMF YL VMR ST DESMLES TLEFNFEAVGHEA TS
MYSFHIITVAF C2T LFHYEWASP] EEAVE TEOVHGEFL LFL DMENE 7T VMR ST DESMLES ILEFNFEAVGMEL TS
MYSFHIITVAF CSI LFHYAWASP) EEAVE TEOVHGEHL LFL DMELE YT VMR ST DESMLES ILEFNFEAVGMEA TS
MYSFHIITVAF CET LFHYAWASP) EEAVE TEQVHGEHL LFD DMENL YD VMR ST DESMLFR ILEFN FEAVGMEL TS
MYSFHIITVAF CEILF TYTRASE] EKTVE TEQVHGSHL LFL DMEME YT VHE ST DESMLES ILEFNFEAVGMEL TS
MYSFHIITVAF CEILF TYTRASE] EXTVE TEQVHGEHL LFL DMEME YT VHE ST DESMLES ILEFNFEAVGMEL TS
MYSFHIITVAF CEILF TYTRASP] EX TVE TEQVHGEHL LFL DMFME YT VMR ST DESMLES ILEFN FEAVGMEL TS
MV SFNIITVAF CSTLF TYTEAST( EKTWE THOVHGSHL LFD DMFME YL VMR ST DESMLES TLEFHNFEAVGHEA TS
MYSFHIITVAF C2T LFHYEVASP) EEEVE THOVHGEHL LFL DMEHL YIVHE ST DESMLES ILEFNFEAVGMEL TS
MYSFHIITVAF CET LFHYEWASP) EEAVE TEOVHGEHL LFL DMEHL YT VMR ST DESMLES ILEFNFEAVGMEL TS
MV SFHIITVAF CST LFHYAWASP] EEAVE THOVHGSHL LFD DMENL YD VMR ST DESMLES ILEFN FEAVGHEL TS
MYSFHIITVAF CET LFHYAWASP] EEAVE TEOVHGEHL LFL DMENL YT VMR ST DESMLES ILEFNFEAVGMEL TS
e 150
ATHTHDAIKAVEIL IKTLAPFHTSDFDTLDLET LEGUSNEE LLFLL IEATY GMEIT IEKTHSF VG ESARH STRED
ATHTHLALEAVEL I TLA PFHTSDFL TLLLEY LG USHEE LLFLL IEATY GMEIT IERTHSF VG ESARH STHLL
ATHTHLA LEAYVEL I TLA PFHTSDFL TLLLEY LG USHEE LLFLL IEATY GMEIT IEKTHSF VG ESA EHSHHEL
ATHTHLALEAVEL IK TLA PFHTSDFL TLLLEY LS GUSNEE LLFLL IEATY GMEIT IEKTHSF VG ESA EHSHNEL
ATKTHDALEAVEQL IKTDAPFHTSDFD TLDLEY LECUSNEE LLFELLIEATY GMEIT IEKTNSF VG ESAEH
ATHTHDALEAVEQL IK TLAPFHTSDFLTLDLEY LEGOFHEE LLELL IEATY GMEIT IEKTNSF VCHSARH
ATHTHDALEAVEQL IK TDA FFHTSDFDTLDL EY LEGUSNEE LLFLL IEATY CMETT TEKTNEF VG ESARH 2
ATHAHDA LEAVHIL IK TLA FFHTSDFDTLDLEY LSGUSNEE LLFLL IEATY GMETT IEKT HSFVES O RY SIT
ATHTHLA LEAVEL I TLA PFHTSDFL TLLLEY LG USHEE LLFLL IEATY GMEIT IERTHEFVGES O BN STL BT
ATHTHLA LEAVEIL I TLA PFHTSDFL TLLLEY LG USHEE LLFLL IEATY GMETT TEKT HF VG ES O ER ST BT
ATHTHDAIKAYVEIL IKTLAPFHTSDFUTLDLET LEGUSNEE LLFLL IEATY GMETT IEKTHSFVGE GAEH STHRLL
ATHTHLALEAVEL IK TLA PFHTSDFL TLLLEY LG USHEE LLFLL IEATY GMEIT IERTHSF VG ESARH STHLL
ATHTHDALEAVEL I TLA PFHTSDFL TLLLEY LS G USHEE LLFLL IEATY GMEIT IERTHSF VG ESAFH STHRLD
ATHTHDA LEAVENL T TLAPFNTSDFLTLDLEY LEGOSNEE LLFLL IEATY GMETT TERTHSFVGESAEH sDEED
151 2zk
TELEEY YN YoD 08 EYNED ELSNL YEART TN B LB TAS EE LIKFE TREREND YR FINPS STPETET S2P 5H
THLEQY BN YO0 08 EYNEDELS NL YFEART TN BA LE TAS EE LPEFE TREAQEND YREFINPS STPETETS5P SH
TELEEY THENI YUL 08 EYNFDELS HL TRAFT THS BALETAS EE LFEFE TREAQ FHD YRFFNPS 5T PEPET S5F SH
TELEEY DN Y00 08 EYNEDELS NL YFART TN BALE TAS EE LPEFE TREAQEND YREFINPS ST PEPET 35P 5H
TELEEY FHBN Y0008 EYNEDELS NL YFEART TN BA LR TAS EE LPEFE TREANEND YRFINPS STPET ETS5P 5H
TELEEY THENT YU 08 EYNFDELS HL YFATT TN BALETAS EE LFEFE THEA) END YRFINPS ST PEPET SSP SH
LEQT¥IDNI VLT QS EYNEDFLSNL YEAFI TDS GALETAS EE LTHFE TREVEED YRFINPS STSEART PSP 58
LEKYYHANI ¥IT INEYNEDFLSNL YFAFI TDS GALGIAL EELTEFE TREFQEED YRFINPS STSEP ESPSP S8
LEFYYHANT ¥IT INEYNEDELSNL YEV LI TDS G0 LETASEE LTEFE TRE TQFID YRFINPS STSEP ETPET 58
LEFY YFANT YIT INEYHELFLSHL ¥FV LI TS G0 LEIAS EE LT FE TREAQFID YR FINPS STSEPETPEP 58
THLEQY¥HENT Y00 08 EYNEDELS NL YFEAFT THS GALETAS EE LIFFE TREANFDL VREFINES STEEAET PSP S8
THLEQY DN YO0 08 EYNEDELS HL AR THS GALETAS EE LIFFE TREANFDL VREFINES STEEAET PSP 58
THLEQYTHENT YID 08 EYNFDELS HL YHAFT THS GALETAS EE LIKFE TFFAQFDL YRFINES STEEAETRSE 58
THLEQY DN Y00 08 EYNEDELS NL YFEAFT THS GALETAS EE LIFFE TREANFDL VREFINES STEEAET PSP 58
zze P4
GENTAAQPPER AETBKPTESS FTE GELTVAT LOYFVLE AR
GENTAA)PPEP AETPEPTESSFIF GELTVAT LOYFVLS AT
GENTAAQPPEE AET PKETGSS FTHGELTVAT LOYFVLE AR
GENTAAQPPER ARTPEETESS FTH GG LTVAT LY FYLE AR
GENTAAQPPER AETFEFTESS FTE GELTVAT LOYFV LS AR
GENTALQPPEE AETPKETESS FTE GELTVAT LOYFVLE AR
GENTALQPPEP AETPKETE S5 FTE GGLTVAT LOYFVLE AR
GENTAAQFF (P AEBAKFTESS FIF GELTVAT LOYFV LS AR
GENTALQPPRP AETPKETESS FTE GELTVAT LOYFVLE AR
GENTALQPPRE AETPKETGSS FTE GELTVAT LOYFVLE AR
GENT AL PPER AET PEITESS FIH GG LTVAT LOYFVLS AT
GENTALQPPEE AETPKETESS FTHGGLTVAT LOYFVLE AR
GENTAAQPPEE AETPKETESS FTHGELTVAT LOYFVLE AR
GENTAAQPPED ARTPEPTE S FTE GG LTVAT LOYFV LS AR

Genis, Mosqueda et al, |

Identidad
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Alineamiento multiple MSA-2b

1 75
MEA-ZE MO7 {1} SVMMPSDCSIDALFALKDILVVIKEEIPFET SLFDEEVLEE LEIQD U0 QIFKS LLERVPL IKTMLEEFNAFLNDH
M3A-ZE CHIAPAS 1 {1} -VHMPSDCSEDALFALKDILVVIKEE IPFET SLFONEVLEE LE IQD QD QIFKS LLE RV PL IKTMLEEFNAFLNDN
MSA-ZE PAD {1} -VHMPSDCSIDALFALKDILVVLKEE IPFET SLFDEEVLEE LE I0D QD QIFKS LLE GV PL IKTMLEEFNAFLNDN
MSA-ZE TABASCO (1) -VMMPSDCSIDALHALKDILVVIKEEIPFET SLFDNEVLEE LE IQD QD QIFKS LLEBVLL IKTMLEEFNAFLNDN
M3A-ZE TAMAULIPAS {1} -VMMPSDCSEDALFALKDILVVIKEEIPFET SLFONEVLEE LE IQD QD QIFKS LLE BVLL IKT ML EEFNAFLNDN
MSA-ZB JALISCO {1} -VMMPSDCSIDALFALNDILVVLKEE IPFET SLFDNEV LEEFEYOD TD QWFKS LLE BV LL IFEML SEFNAFLNDN
M3A-ZE MEXICO (1) -VMMPSDCSEDALKALNDILVVIKEEIPFET SLFDNEVLEEFEYOD TD (WFKS LLE BV LL IFEML SEFNAFLNDN
M3A-ZEB VEPACHUZ 2 (1) —VNMPSDCSIDALFALNDI LVVLFEEIPFET SLFDNEV LEEFEYQD D Q§FES LLERVLL IFEMLSEFNAFLNDN
Msi-7E CHIAPAS Z {1) -VMMPSDCSIDALHALNDILVVIKEEIPFET SLFDNEVLEEFEYQD ID Q@FKS LLEBVLL IFEML SEFNAFLNDN
M3A-ZE GUERRERO (1) —VNMPSDCSEDALFALNDI LVVLKEEIPFET SLFDNEV LEEFEYOD ID Q§FES LLERYLL IFEMLSEFNAFLNDN
MSA-ZB NATARIT {1} -VHMPSDCSIDALFALNDILVVLKEE IPFET SLFONEV LEEFEYQD ID QYFKS LLEBVLL IFEML SEFNAFLNDN
MsA-ZE QUINTANA FOO {1} -VMMPSDCSIDALHALRDILVVIKEE IPFET SLFDNEV LEEFEYQD ID QIFKS LLEBVLL IFEML SEFNAFLNDN
MEA-7E TAMAULIPAS Z (1) -VNMPSDCSEDALFALEDT LVVIKEEIPFETSLFDNEV LKEFEYODID QIFKS LLERVLL IFEMLSEFNAFLNDN
MsA-ZE VEPACHUZ 1 (1) -VHMPSDCSIDALFALKDILVVLKEE IPFET SLFONEV LEEFEYOD ID QIFKS LLEBVLL IFEML SEFNAFLNDN
7 150
MEA-ZE MO7  (76) PQRLLADFMGEWTE} I8 AFDENVED YT FL F 3 FNT VE ELEFFME SKT PSPTE ST
MSi-FE CHIAPAS 1 (75 PQELLADENCENTE] 15 AFDBNVED YT FL L FNT YE ELJEFEMP SET PS5 PISST
MEA-ZE BAD  (75) PORLLADENGENTE] I3 AR ENVED YT FLY 3 FNT YE ELEFEME SET P2 PTSSP
MEA-ZE TABASCO  (78) PQRLLATENGEMTE] I A ENVED YT FL ., FNTVE ELEFFMD ST PS PTSST .
MSA-ZE TAMAULIPAS  (75) PQRLLADENGENTE] I35 AFDENVED YT FLS y FNT YE ELEFFME SKT PSPTS ST |dent|dad
MEA-ZE JALISCO  (75) FPHLLTHGEDEMTE] 15 AKD S VED YT FLY L FNTYE ELYFERP SITPSPIPSH
MSA-ZE MEMICO  (75) PPHLLTNGEDEMTES 1% AFD S0 VED YT FLY .y FNTYE ELUFEEP SITPSPIPST o)
MSA-ZE VEPACKUZ 2 (75) PPHLLTNGEDEMTE] I5AFDSDVED YT FL L FNTYE ELYFERP SITPS PIP 63 . 2 /)
MEA-FE CHIAPAS &  (75) FPHLLTHERDEMTE] 1% AKD S0 VED YT FLY .y FNTYE ELYFERF ST P PTS
MSA-ZE GUEFRERD  (75) PPHLLTHGRDEMTE] 15 AFD 8D VED YT FL L FNTYE ELYFERP S1TPS PTS
MSA-FE MAYARIT  (75) FPHLLTHGREDEMTE} I5AFDSDVED YT FLY L FNTYE ELYFEEP SITPS PTSSE
MSA-FE QUINTEMA BOO  (75) FPHLLTHGREDEMTE] 15 AFD SGVED YT FLY L FNTYE ELYFEEP SITPSPTSCE
MEA-FE TAMAULIPAS Z  (75) PPHLLTHGEDEMTE 15 AFDSGVED YT FL L FNTYE ELYFEEP SITPS PISSE
M3A-ZE VEBACHUZ 1 (75) PPHLLTNGEDEMTE] I35 ARD SGVED YT FLY 3 L FNTYE ELUFERP SITPSPTSCE
151 225

MEA-B MO (1E51) TPEAE PALRPNTS ESACCEOPIQE TP ENE

MEA-7E CHIAPASZ 1 (150 TREAF PALAPNTS ESAGEOPJOE TR ENE
MEA-ZE RADL (150} TPGAF DA ADPNTE ESAGCZQPQQETE EMNL. TEQETENLNGPE SFTFCGELTWATLCYFWLSA

M2A-FE TABASCO (150 TREAE PAVPNTS ESAGCOP JQE TR ENE TEQET SHNLMNGES SFTFGELTVATLCYFWLEA
MSA-ZE TAMAULIPAS (1500 QETPGAFFAVENTSESAGGOPOQETFENRFS0AT ST OSPFQTE QST SHING PR FSESE TF GEL TVATLCY FYVL A

TEQST SHNLMNGPS SFTFGELTVATLCYFWLSA
TEQAT SNLMNGES SFTFGELTWATLCYFWL AL

=== =

MSA-ZE JALISCO (1500 QETPGAQPAAPHTS(PD----------TPARQPHPGPALDS TRSED OF --SKE TEESF TF GELTVATLOYFVLEL
MEA-ZE MEXICO (150) QGTPGAQFEAPNTS(PD----------TPAEQEHPGPAADS TEEED 0P —-SER TESSF TFGGL TVATLCY FUL SA
MSA-ZE VERACEUZ 2 (150) QGTRGAQFALPNTSOPL-----——-—-TPARQSHPGPAAPS TTSAD QP ——SER TESSF TFGEL TWATL OV FVLSA
MSAh-7B CHIAPAS 2 (150} QBTTTBQFEQ---—-------——-———---———————-DSEATH TEEEN LN GHEEP AESSF TF CEL TVATLCY FVL SA
MSA-7E GUERRERO (150 QBTTTELPEQ-———--———-———————————————-D SLATN TEEGN LN GHEER LGS 5F TF GGL TWATL OV FYL &4
M3A-ZE MAYARIT (150 QBTTTELPEQ-———--—-—--——--—-——————-D LNGHCEP AGSSF TFGOL TVATLCYFVLSA
Msh-FE QUINTAMNA PO0 (1500 QETTTEQPEQ--—-————————————————————-Ti LHGHGEP AGESF TFCOL TVATLCYFVLESA
M3A-7E TAMAULIPAS Z (1500 QBETTTSQPEQ--———-—-——-——-—————————-D LNGHGEPAGSSF TFGOL TVATLCYFVLSA
MSA-ZE VEBACHIUZ 1 (lE0Q) QGTTTEQPEQ--—-—-——————————————— -] LNGHCEPAGSSF TFCOL TVATLCYFVLSA

Genis, Mosqueda et al, Infect Genet Evol. 2009
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Homologia de MSA-1 en aislados de
Babesia bovis

TABLE 1. Percent of msa-1 Protein Sequence Homology in Mexican, Argentinean, and Australian B.
bovis Isolates

Mexican 1solate Argentinean 1solate Austrahan solate
accession numbers: Mo7 clone accession accession numbers: accession numbers:
EF640942-EF640954 no. AF275908 AF275909, AF275910 DQ028735-D0Q028757

Jalisco, Nayarit, Tabasco, 99.7% 22%—48% 47%—48%

Veracruz-1, Tamaulipas, Chetumal,
Mexico, and Rad clone

Guerrero, Tamaulpas-2, and Veracruz-2 51% 44%—45% 44%— 81%
Chiapas-1 27% 47%—48% 25%-51%
Veracruz-2 4% 0% —51% 23%—49%
S
vmsno'.oou
PARASITICIOAS Borgonio, Mosqueda et al, ANYASc,

2008
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Stimulation of T-Helper Cell Gamma Interferon and Immunoglobulin
G Responses Specific for Babesia bovis Rhoptry-Associated Protein 1
(RAP-1) or a RAP-1 Protein Lacking the Carboxy-Terminal
Repeat Region Is Insufficient To Provide Protective
Immunity against Virulent B. bovis Challenge

Junzo Norimine,' Juan Mosqueda,'{ Carlos Suarez,” Guy H. Palmer,' Terry F. McElwain,’
Gabriel Mbassa,' and Wendy C. Brown'*

Department of Veterinary Microbiology and Pathology' and Animal Disease Research Unit, Agricultural Research Service,
U.S. Department of Agriculture,” Washington State University, Pullman, Washington 99164

Las respuestas inmunitarias tipo TH1 basadas en
produccion de interferon gama e IgG2 contra un
solo antigeno no son suficientes para conferir
inmunidad protectora contra Babesia bovis.
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Diversidad genotipica de Babesia bovis en

hatos en México

genotypes
4-28

bt nl g~

Santiago Ixcuintla, Nayarit

Fig. 1. Frequency distribution of 28 distinct B. bovis MSA-1 genotypes isolated from
two separate samplings of a B. bovis infected herd of cattle in Nayarit, Mexico. A
distinct genotype is defined by greater than or equal to a single amino acid change
from the rest of the genotypes.

PARASITOLOGIA
Y

SRS IR Lau, Cereceres, Mosqueda et al, Molecular and Biochemical Parasitology, 2010




Consideraciones finales

A la fecha no hay vacunas contra ningun protozoario a base de antigenos
producidos de forma recombinante.

Esto se debe a:
* |a complejidad de los ciclos de vida,
* |a falta de conocimientos sobre estos,
* la diversidad de los mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria,

* la dificultad para identificar antigenos vacunales que confieran inmunidad
protectora, de larga duracion y efectiva contra cepas de distinto origen
geografico.




Consideraciones finales

La investigacion basica encaminada a resolver estos problemas, permitira
eventualmente el desarrollo de vacunas exitosas contra las enfermedades
causadas por estos patogenos, no solo en el Mundo, sino en México.
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Eficacia

PROPIEDADES DE UNA

VACUNA Inocuidad

Estrada Reyes 2016



Vacunas contra helmintos de interes

veterinario
® Vacunas irradiadas % Dictyocaulus viviparus
% Utilizan respuesta inmune % Dyctol: unica vacuna
normal comercial

® No funciona en corderos
& Vacunas contra Haemonchus

contortus y Fasciola hepdtica no
funcionaron

% No funciona en periparto
® No funciona en mal nutridos



Vacunas contra parasitos de importancia veterinaria

CESTODOS

ol d LA

* Vacunas de péptidos recombinantes de proteinas de
la oncosfera (16k, 18k y 45k) de diferentes especie:
de Taenia y Equinoccocus.

= Sistema de expresion: bacteriano (Escherichia coli).

= Proteccion cercana al 100%.

Estrada Reyes 2016
Knox , 2010; Geldhof et al., -



;Que pasd con estas vacunas?

® Usa proteinas de la oncosfera de ® No es de interés comercial

(huevos) como antigenos

® Se producen antigenos ® Tendria que ser producida para

recombinantes distribucion gratuita / bajo costo
® Excelente control de las fases % El PE}TaSltO se.p.uede c.ontrola? ,con
quisticas de céstodos medidas de higiene e inspeccion de

] k carne
& Taenia solium

® 1. ovis
® T. sanginata
® Echinococus granulosus

® E. multilocularis



Vacunas contra parasitos de importancia veterinaria

* Vacunas de péptidos recombinantes (Sml4d F/
Saposine 2 ) de Fasciola hepatica con proteccion desde

80% hasta el 100%.

TREMATODOS

‘ F-‘ m » Recombinantes para Schistosoma bovis, S. japonicum
S. mansoni con baja eficacia (menor al 50%).

J

m » Sistema de expresion: bacteriano (Escherichia coli).



- Péptidos y proteinas recombinantes

Produccion de la proteina mediante insercion de DNA en sistemas de
expresion (bacteras, levaduras, C. elegans).

2. Aislamiento
del fragmento de ADN

que codifica la proteina. e
3. Insercion del fragmento

de ADN en un plasmido.

1. Identificacion

de la proteina //\
de interés
inmunolégico. ol

4. Introduccién del plasmido
en un vector de expresion
(ej. bacteria)

5. Seleccion de vectores
de expresion que han
incorporado el fragmento
de ADN y expresan
la proteina antigénica.

Estrada Reyes 2(



NEMATODOS

ol sl m d

Haemonchus contortus: Principal
modelo de estudio desde el
1nicio

CHINA

Vacunas de DNA contra H. contortus en
cabras con proteccion parcial

Proteccion parcial de las fracciones protéicas de excrecion
secrecion H. contortus (Neilson y Van de Walle, 1987).

En los 90’s se 1dentificaron proteinas ocultas de la membran
intestinal de H. contortus (H-gal-GP y H11).

Vacunas de péptidos recombinantes usando E. coli contra '
circumcincta (respuesta protectora) en ovinos.

Sin efecto protector vacunas recombinantes contra F
contortus en ovinos utilizando vectores procaridtico
eucarioticos y C. elegans, mismo efecto observado con (
ostertagi al utilizar los homologos de H11 y H-gal-GP (Smit
et al., 2001, 2000, 2006).

Vacuna utilizando proteinas nativas de H. contortus en oving
(Smith et al., 2014).

Estrada Reyes 2016



;Por queé hacer una vacuna contra
Haemonchus contortus?

® Por que se cree que es el parasito que mas
afecta la produccion de rumiantes

® Es macroscopico

® Es hematofago (se le asignan muchos
signos del sindrome
(parasitos/malnutricion)

® Esta presente en todas las zonas
tropicales y sub-tropicales

® Es el parasito que tiene mas registros de
resistencia a drogas comerciales




Urgente situacion de resistencia en México

® Poblaciones de nematodos
gastrointestinales (NGI) son
resistentes a los antihelminticos
convencionales!

® Campeche, Tabasco y Yucatan
tienen rebanos de ovinos y caprinos
con cepas multi-resistentes

® Bencimidazoles
® [evamisol

&® L actonas macrociclicas



Haemonchus contortus y su alimentacion

permite:
® Ubicar moleculas que sirven como % Cuando se inyectan estas proteinas al
sitios “Blanco” para vacunas animal

® Se conocen como “antigenos % Produce anticuerpos

ocultos” % Son consumidos por los parasitos

. . \ % Reduce produccion de huevos
® Proteinas “nativas” del intestino del
H. contortus adulto (glicoproteinas

H11 y H-gal-GP)

® Ambas son proteasas digestivas

® Reduce numero de parastios

® Son protectivas individualmente o en
conjunto

Smith, 2015 in http://www. vetvaccnet.ac.uk/sites/vetnet/files/user-files/research-paper/pdf/02-15/ Barbevax-%20Haemonchus%20vaccine.pdf).



L.os rumiantes tendran menos dano por el
parasito y la pradera se contaminaria menos por
huevos del parasito




L.os rumiantes seran capaces de controlar y
sobrevivir 1a carga moderada de NGI por si
mismos

OMASO-ABOMASAL

ILEO-CECAL

INTESTINO GRUESO INTESTINO DELGADO

ABOMASO-DUODENAL




iSurge Barbervax!

% Primera vacuna de antigeno “nativo” (HI11)
% Usa un antigeno “oculto”

® Sistema de expresion: Haemonchus contortus

® Fermentador a gran escala: Ovis aries

Smith, 2015 in http://www. vetvaccnet.ac.uk/sites/vetnet/files/user-files/research-paper/pdf/02-15/ Barbevax-%20Haemonchus%20vaccine.pdf).



Barbervax

® FElaborada en Armidale Australia .~/

_.'.’. f‘-._“_ \5“ : |1 .- ‘ :s
Wi\ A

® Registrada en Octubre 2014

® Comercializada Octubre 2014

Smith, 2015 in http://www. vetvaccnet.ac.uk/sites/vetnet/files/user-files/research-paper/pdf/02-15/ Barbevax-%20Haemonchus%20vaccine.pdf).



Caracteristicas de Barbervax

5ug native antigen + 1mg saponin adjuvant /dose

1ml injection under the skin. 250ml packs.

Shelf life at least 2.5 years at 2-8°C.

5 doses for lambs during the summer Haemonchus risk period
4/5 doses for older sheep if vaccinated in previous summers.
Reduces the periparturient rise — epidemiological benefit to flock
Works versus all Haemonchus including drench resistant worms.
Sustainable - vaccine resistance unlikely to develop.

Non toxic. “Green”.

Slows the development of anthelmintic resistance in all species

No effect against scour worms.

Smith, 2015 in http://www. vetvaccnet.ac.uk/sites/vetnet/files/user-files/research-paper/pdf/02-15/ Barbevax-%20Haemonchus%20vaccine.pdf).



Resultados en Australia

Haemonchus eggs per g:
plots pooled by treatment

Effect of vaccine on Haemonchus egg output on four
NSW farms from early Nov 2011 to late April 2012
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Smith, 2015 in http://www. vetvaccnet.ac.uk/sites/vetnet/files/user-files/research-paper/pdf/02-15/ Barbevax-%20Haemonchus%20vaccine.pdf).




Resultados en ovejas en periparto

Mean i 958%C1

Dundee

©
#
w
-
A
c
-
L
=

Kingstown

Maan g 95% C 1

Control

Smith, 2015 in http://www. vetvaccnet.ac.uk/sites/vetnet/files/user-files/research-paper/pdf/02-15/ Barbevax-%20Haemonchus%20vaccine.pdf).




;Qué tan buena debe ser la vacuna para ser

aceptable?
® En ovejas: % En corderos
® 50-80% proteccion % 70% proteccion
® Muertes en vacunadas 1.2% ® Muertes en vacunados 5.9%
® HPG 86 % HPG 310
® Muertes en no vacunadas 18.5% ® Muertes en no vacunados 32.3%
® HPG 270 ® HPG 955

Estos fueron los indicadores para obtener el registro en Australia



Pero surgen muchas preguntas:

® ;Sera que los antigenos de un lugar funcionen contra Haemonchus contortus
de otros siti0s?

® ;Sera que funcione en animales resistentes al parasitos como el Pelibuey?
® ;Sera que funcione en animales de niveles nutricionales poco adecuados?

® (Sera que funcione en caprinos y bovinos?



Haemonchus vaccine field trials (33)

Political Map of the World, April 2007
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Smith, 2015 in http://www. vetvaccnet.ac.uk/sites/vetnet/files/user-files/research-paper/pdf/02-15/ Barbevax-%20Haemonchus%20vaccine.pdf).




Trabajos realizados en México

® Experimento 1 % Experimento 2

® Granja San Alberto. Poxila, Uman ® Granja de la Universidad
(latitud: 20.8 y longitud 89.8). Autonoma de Yucatan (FMV?Z)
Periodo: Mayo a November Periodo: Septiembre a Diciembre

® Pelibuey puro de registro % Pelibuey comercial

® Corderas 5 meses de edad criadas ® Corderas de 3 meses de edad
libres de infeccion criadas libre de infeccion

® Extremadamente bien nutridas ® De condicion corporal regular a
(condicion corporal > 3 (escala de 1 buena = 2.5 (Escala de 1 a 5).
ald).

Caceres-Megjia et al., sometido



Protocolo

* 22 animales

* Tres dosis de vacunas en corral antes de pastorear, ultima vacuna en dia 84.
* Barbervax® aplicacion sub cutanea (2 ml)

* Pastoreo en época de lluvia Sacrific
acrifici

Vacunados

42 63 70 77 84 91 98 105 118

Control



Corderos centinelas

Pares de corderos centinelas (criados libres de NGI)

Pastorearon 4 semanas con animales experimentales
Retornaron a corral por 25 dias en corral con dieta libre de NGI
Sacrificio humanitario el dia 25

Conteo de parasitos o -

® & & & & B

Identificacion de parasitos







Efecto sobre valores hematicos

® Hematocrito @ Eosinofilos
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(Ganancia de peso y huevos en heces

® (Ganancia de peso vivo % Huevos por gramo de heces

—8—Vacdnated Group  —li—Control Group —H—Vaccinated Group —#— Control Group
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88% de reduccion en HPG




Datos post-mortem

® % Reduction: ® Reduccion en el numero de

, huevos en utero:
® From geometric means:

® - 46% (Totales) - 64%
® - 85% (Hembras adultas)
® - 75% (Machos Adultos)

® - 31% (Parasitos
inmaduros)



Trabajo en bovinos en Brasil?

Haemonchus spp. eggs from day 168 to 23
300+

Mecan EPG % S.E.

21 42 63 84 105 126 147 168 189 210 231
Days after V1

Haemonchus spp. eggs

~*-5ug

=50 ug

~a&— Control

¥ Vaccme given
+~=- Ran

I Months

Mean EPG + S.E
uow 1ad ures ww

' 0
D 21 42 63 B4 105 126 147 168 189 210 231
Days after V1

Bassetto et al., 2014



Conclusiones

® Parametros de evaluacion incluyen huevos en heces (50 a 90% de reduccion)

® Reduccion en el nuimero de muertos por H. contortus en corderos y ovejas (70 a 90%)
® Parametros de reduccion de parasitos adultos (70%?)

® Parametros de reduccion de parasitos totales (40 a 50%?) por los juveniles

® Y la ganancia de peso?
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GARRAPATAS

« Ectoparasitos hematéfagos obligados de mayor importancia debido
a los danos que ocasionan.

« Segundo vector transmisor de patdogenos.

= \irus = Protozoarios
= Bacterias

899 especies mmp 82 en México.

v Rhipicephalus (Boophilus) sp.
v Amblyomma sp.
v'Dermacentor sp.

v Otobius sp.

~ p= = 7Y 7 ~ = s ~~ N L i C [ 9 c s D A4
ge-ia-ruentée-J,-etal:-z0v0o.1Ironin olos; 1% 2y0>¢ U




ANTECEDENTES

Ganaderia en México:

* Ganaderia intensiva y Ganaderia extensiva.

 Actividad importante — Exportacion de becerros y vaquillas.
« Zonas tropicales y subtropicales.

* Poblacion ganadera en 2015

33, 502, 623




LA GARRAPATA DEL GANADO

 R. microplus causa las mayores perdidas
economicas a la ganaderia limitando Ia
exportacion, movilizacion y el mejoramiento
genetico.

 Pérdidas econdmicas anuales:

v US$ 573 millones en México
v US$ 2.5 billones en el mundo

« Método de control — Quimico

 Aumento de poblaciones de garrapatas: e & &

v Uso inadecuado de los ixodicidas
v" Resistencia
v Cambio climatico




CONTROL INMUNOLOGIO

Kemp et al., 1986; Willadsen, 1989; Willadsen y Mckenna, 1991; Willadsen y Kemp, 1994; Rodriguez et a G

Jarrmely et al., 1995; Riding et al., 1994; Canales etal., 1997; Mulenga et al., 1999; G: Garc:a Garcia et aI

OCc 00 VUl dl. lll BVOUE — ll dllc — vv'
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Bm386

* Glicoproteina localizada en las microvellosidades de células intestinales de
R. microplus.

* Produce disminucion de la alimentacion y por consiguiente mortalidad de
garrapatas R. microplus.

* Involucrada en procesos de - ATRICOCETIETER m

endocitosis. 1 Camcord 72-91%
2 Yeerongpilly 75 %
3 CENAPA 84 %
4 Tuxpan 51%
5 Mora 58 %
\ 6 Colombiana (campo) 60 %
7 Brasilefia (campo) 51%
8 Argentina (campo) 0%




Bma386
* Disponible a partir de 1990:

v Tick-GARD® ———

(Plus) » Produccion en E. coli

» Cepa australiana

v  GAVAC® -_—

(Plus) » Produccion en P. pastoris

» Cepa cubana

v Bovimune - Ixovac® —_—

» Produccion en P. pastoris
» Cepa mexicana

Vi rcemnearsncosepimoe 1 &

Bovimune

IXovac % ;




FICHA TECNICA

 Vacuna recombinante para el control de las garrapatas Boophilus
microplus y B. annulatus.

* Dosis de 2 ml (100 ug) — antigeno recombinante Bm86 de Boophilus
microplus en adyuvante oleoso.

 Calendario de vacunacion —> 3 dosis (semana 0, 4 y 7), con revacunacion
semestral.

 Eficacia variable de 51 a 91% y se manifiesta con una disminucion de
infestacion en el potrero conforme el uso de la vacuna se prolonga en el hato.

« Se comercializa en Cuba, Colombia, Brasil, Bolivia, Venezuela, Nicaragua,
Republica Dominicana y México.




RESULTADOS CONTRA OTRAS ESPECIES

Modelo Eficacia (reduccion %) Referencia
Experimental

R. annulatus Bovinos 100 % Fragoso et al., 1999;
Amalzan et al., 2010

H. anatolicum, H. Bovinos 72 % De Vos et al., 2001

B m 8 6 dromedarii
R. decoloratus Bovinos 70 % De Vos et al., 2001
A. variegatum, Bovinos 0% De Vos et al., 2001

R. Appendiculatus

OTRAS VACUNAS..

v Tickvac MK® ——F-—

» Proteina integral de larvas R. microplus
» Produccion colombiana




EXPERIENCIAS EN CUBA CON Bm86

Titulo de Acs. Anti-Bm86

No. de 21 dias 6 meses
12 dosis después de después de

animales o . !
ultima dosis la 12 dosis

1- Gavac® 5 746 + 506* 8755+ 1838 3152+ 422
2 - Gavac® 142 0 35034630 13775+1573 8769+941 2694 + 905
3-Gavacplus® 0, 0 3864 + 261 i 16976+ 827 2517+318
4-Gavacplus® o, 0 3371+900 9565%1500 12342+1250 3409 376

Promedio * Desv. St. (*P< 0.05)




EXPERIENCIAS EN MEXICO CON Bm86

250 -‘
200 -
150 - I Testigo
100 - - Bm86
50 -
0 —
29 35 4 49-59.62. = y
70 77 99 100 111 119 T - : i Y - . = ; . . | |
l Vacuna E_ __ :81 D208 a3 g 264 287

) , 90 dias 113 dias —
l Bano C/13 dias

Aldama, Tam. (Abril 2015 - Enero 2016)




PORCENTAJES DE REDUCCION EN GARRAPATAS R.
microplus

27.47 50.08 80.21

* DR = Disminucion en el
numero de garrapatas

e DO — Disminucion en la
oviposicion

 DPR — Disminucion en el

potencial reproductivo e (- ri@
T - - - —— ; » “‘} 8




CARACTERIZACION DE ANTIGENOS

 Enfoque de gendmica funcional para localizar genes importantes en la interaccion
garrapata-hospedador.

« Algunos candidatos han sido identificados mediante tecnologias que permiten un
rapida y sistematica seleccion de ellos.

v" Inmunizacion con bibliotecas de cDNA
v Interferencia de RNA (iRNA)

v Alimentacion capilar

—~>—

Silenciamiento del
gen blanco

Sintesis de dsRNA in

vitro s




POSIBLES CANDIDATOS VACUNALES

Antigeno Especie de Modelo Eficacia Referencia
garrapata Experimental (reduccion %)

Rhipicephalus Cobayos Ninfas 48 % de la Fuentey
appendiculatus Adultos 70 % Kocan, 2003
P29 Haemaphysalis Conejos Larvas 40 % Mulenga et al.,
longicornis Ninfas 56 % 1999
Iris Ixodes ricinus Conejos Peso en adultos Prevot et al.,
30 % 2007
Vitelogenina Rhipicephalus Ovinos Eficacia 66 % Tellman et al.,
microplus 2002
Ferritina Rhipicephalus Bovinos Eficacia 64 % Hajdusek et al.,
microplus 2010
Subolesina Rhipicephalus Bovinos Eficacia 60 % Merino et al.,
microplus 2013
Aquaporinas Rhipicephalus Bovinos Eficacia 68 y Guerrero et al.,

microplus 75% 2014




COMBINACION DE ANTIGENOS

Antigeno Especie de Modelo Eficacia Referencia
garrapata Experimental (reduccion %)

Subolesina + Rhipicephalus Bovinos Eficacia 23 % Lagunes et al.,
Bm86 microplus 2010
Bm95 + mspla Rhipicephalus Bovinos Eficacia 64 % Almazan et al.,

microplus 2012
Subolesina + Rhipicephalus Bovinos Eficacia 81 % Almazan et al.,
mspla microplus 2012
Subolesina + Rhipicephalus Bovinos Eficacia 97 % Schetters et al.,
Bm86 microplus 2016
Bm86 + BmO06 + Rhipicephalus Bovinos Eficacia 99 % Valdez, 2011

Bm011 microplus Tesis Licenciatura




ESTRATEGIAS ACTUALES

El estudio de las vacunas contra garrapatas se ha incrementado debido a la
utilizacion de la vacunologia inversa.

Se utilizan estrategias de bioinformatica, gendmica y protedmica para determinar
regiones especificas que puedan ser usadas como inmunogeno.

Diseno de antigenos con caracteristicas especificas:
v Epitopos B conservados en cepas de distintas zonas geograficas

v Expuestos en la superficie de la proteina
v Deben ser antigénicos




DISENO DE ANTIGENOS

« Sintesis de péptidos sintéticos y construccion de quimeras

Peptide Epitopes (Determinants):
What They Are

Class | MHC receptor _

L_—\

Protein antigen

; Class Il MHC receptor

Processed peptide binds
to class |l receptor
(PEPTIDE EPITOPE)

Antigenos multiepitopicos (MAPS)

A Lys
. 2 Peptide—Lys }'
RN s e Lys
; Epltopos espemﬁcog | S
s Proteinas de superficie
** Respuesta humoral Multiple antigenic

peptides [ MAFR:)




CONSTRUCCIONES SINTETICAS

Péptido Diseno Modelo Eficacia
/ aa. Experimental (reduccion %)

SBm4912 398-411*%21- Bovinos Eficacia 72%
35%132-145
Bm86 —< SBm7462 398-411*132- Bovinos Eficacia 81%
145*21-35
SBm19733 398-411KEK21- Bovinos Eficacia 35%
35KEK132-145

Patarroyo et al., 2002
Péptido Diseno Modelo Eficacia Referencia
Experimental (reduccion %)

267-301 Perros 89 % Patente
20 aa. Bovinos 96 % W02012041260
Q38 Subolesina Bovinos 75 % Merino et al.,
(I. Scapularis + A. 2013
albopictus)
ATAQ 531-547 aa. Conejos 47 % Rangel-Aguirre

Bovinos 35% et al., 2016 ’%?*@!




DISENO DE UN POLIPEPTIDO DE SUBOLESINA

Modelo 3D — Subolesina (ADA85876.1)

Alfa hélices —42%
Laminas Beta — 1%
Giros Beta — 57%

* 4 epitopos lineales |aBCpred: >0.80 BCEpred: > 1
Antigenic: >1.1 |EDB/bcell: >1

» 3 epitopos conformacionales

aa. 49, 51-53, 55-60

wiagh
(D.

p positiLéagunes éi‘ alllﬂl'igs-,wm ,

ATl o2 55-94, 97-99




PRODUCCION DEL POLIPEPTIDO DE SUBOLESINA

. Porcentaje de
Grupo Testigo Grupo Tratado Reduccion
Numero de o
1303%221 2731133 79%
garrapatas
Peso 8 273+28 302+7

garrapatas (mg)
Oviposicion (mg) 126+11 14516

(*P<0.05) Eclosion (%) 0.63%0.05 0.44+0.01* 30%




CONCLUSIONES

Los métodos inmunolégicos son una herramienta promisoria para el control de
garrapatas, debido a que presentan eficacia cuando se utilizan adecuadamente
reflejandose en la disminucion de poblaciones de garrapatas.

El desarrollo de antigenos vacunales con mas exito han sido los extraidos del
iIntestino medio de las garrapatas donde se han caracterizado proteinas de
superficie ancladas a membrana.

El ejemplo mas contundente es el Bm86; sin embargo, el polimorfismo del gen
entre cepas de garrapatas, segun la localizacion geografica puede provocar
ineficiencias de la vacuna.




CONCLUSIONES

El estudio de genes a partir de cepas nacionales de R. microplus, sera una
herramienta de utilidad para proponer antigenos candidatos a vacuna contra
garrapatas en diferentes zonas geograficas.

La combinacion de técnicas moleculares y estrategias de bioinformatica, han
revolucionado la manera de disefar y evaluar antigenos vacunales, utilizando
regiones especificas que generen proteccion y que incrementen la efectividad si se
utilizan en programas integrados de control de garrapatas.

El uso de vacunas se vislumbra como un elemento factible y econdmicamente
viable para mejorar la salud animal, abatir la contaminacion ambiental y reducir el
uso irracional de ixodicidas.




VACUNAS EN HUMANOS

« Encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV)

_E
~ —

v Flavivirus
v' Ixodes ricinus

« Cuadro clinico Fiebre (4 dl'aS)
Meningitis
Meningoencefalitis

 Rusiay Europa — 10,000 a 12,000 casos al afno.

 Vacunas: Encepur® y FSME-IMMUN Inject®

TICK-BORNE
ENCEPHALITIS

LYME DISEASE]







