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01/11/13 - Reporte de un brote de Babesiosis (Babesia bovis) en vaquillonas en zona libre de garrapata.

Vet. Arg.? Vol. XXX ? N° 307 ? Noviembre 2013.

Garcia, J.A.1; Calandra, P.M.2; Fiorani, F.2; Fernandez, J.A.2; Ardoz, V.2; Spéth,
E.1; Thompson, C.3; Mejia, M.4; Mangold, A.J3.

Resumen.

Descripcion de un brote de babesiosis, en vaquillonas en un establecimiento
dedicado a la actividad de cria ubicado en el partido de General Madariaga,
provincia de Buenos Aires (Lat 36° 44? 39,67", Long 57° 087 29,61"), zona libre de
garrapatas. En un periodo de 45 a 60 dias enfermaron 20 animales y murieron 12
sobre un total de 314. Los animales afectados presentaron, hipertermia, palidez de
mucosas, disnea, postracion y muerte. Hallazgos macroscépicos denotaron
marcada esplenomegalia, rifones color rojo vinoso y hemoglobinuria. Se observo la
presencia de estructuras piriformes basofilicas en el interior de los eritrocitos en
frotis periféricos y extendidos de cerebro, compatibles con Babesia spp. Andlisis
histolégicos resultaron en nefrosis tubular severa, hepatitis linfohistiocitica periportal
leve y presencia de un puntillado basofilico en el interior de eritrocitos en capilares
del sistema nervioso central (SNC), rifidn e higado. Se identifico y diferencié
Babesia bovis mediante observacion al microscopio y la técnica de reaccion en
cadena de las polimerasas (PCR). Los datos de manejo y temperatura permitieron
inferir la transmision por garrapatas (Rhipicephalus (Boophilus) microplus) traidas
por terneros provenientes de Corrientes en el mes de octubre del 2012, el cual
pudo realizar un ciclo de desarrollo.

Palabras claves: babesiosis, vaquillonas, General Madariaga, zona libre, Babesia
bovis, garrapatas.

Summary.

Description of a babesiosis outbreak that affected heifers in a breeding herd located
at the district of General Madariaga, province of Buenos Aires (Lat 36 © 44 ?39.67",
Long 57 ©08? 29.61"), officially tick free zone. In a 2 months period 20 animals
were affected and 12 died out of a total of 314. Affected animals showed
hyperthermia, pale mucousae membranes, dyspnea, prostration, and death.
Macroscopic findings were: marked splenomegaly, red wine coloured kidneys and
haemoglobinuria. Pyriform basophilic structures were observed inside the
erythrocytes of peripheral blood and brain smears, consistent with Babesia spp.
Histological analysis resulted in severe tubular nephrosis, mild lymphohistiocytic
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periportal hepatitis and presence of basophilic bodies in erythrocytes inside brain
capillaries, kidney and liver. Identification of Babesia bovis was made by
microscopic observation and polymerase chain reaction (PCR). Calves introduced
from Corrientes in the month of October 2012 parasitized with ticks (Rhipicephalus
(Boophilus) microplus), and average temperatures above 15° C during a long
period, allowed development of one cycle and the transmission of Babesia to the
heifers.

Key words: babesiosis, heifers, General Madariaga, free zone, Babesia bovis, ticks.

1Grupo Sanidad Animal y 2Residencia Interna Salud Animal, EEA INTA Balcarce,
Argentina. 3EEA INTA Rafaela, Argentina. 4Actividad privada.

Introduccion

Babesiosis bovina es una enfermedad causada por protozoarios intra eritrocitarios
del género Babesia, transmitidos exclusivamente por garrapatas de la familia
Ixodidae. Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini et al. 1888) es la especie
gue se presenta en nuestro pais, en zonas aptas para su sobrevivencia y
persistencia, siendo la presentacion de la enfermedad limitada a las regiones con
presencia del vector en cuestion (Guglielmone et al. 1995). Sin embargo, existen
reportes de infestaciones accidentales al sur de estos paralelos (Galletto et al.,
1978). El presente reporte acuerda con Chayer et al. (1996), donde describe un
brote de Babesia spp. en novillos en la provincia de Buenos Aires, donde se denota
el ingreso de animales de la provincia de Corrientes, donde la parasitacion por
garrapatas es endémica al norte de la misma.

La babesiosis se caracteriza por presentar hipertermia, mucosas palidas por la
anemia a causa de la hemolisis intravascular, hemoglobinuria y muerte. Varios
autores sostienen que la enfermedad es menos severa por B. bigemina que por B.
bovis, aunque provoca mas anemia, por eso la hemoglobinuria mas marcada que
en B. bovis. También denota el secuestro de eritrocitos parasitados en los capilares
de la materia gris de cerebro (Patarroyo et al., 1982), el mismo produce la adhesién
de muchos de los glébulos rojos parasitados al endotelio de los capilares
provocando la obstruccion de los mismos, generando congestion del cerebro como
asi también en otros 6rganos como rifidn, y asi aparecer los signos nerviosos por
anoxia, en <5% de los animales afectados. Siendo la muerte generalmente por una
coagulacion intravascular masiva (Bock et al., 2004)
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R. (B.) microplus, denominada "Garrapata comun de los bovinos”, es un parasito
obligado de un solo hospedador, en este caso el bovino, que requiere sangre y
liquidos tisulares para su desarrollo. Se encuentra distribuida en casi todas las
regiones ganaderas del mundo ubicadas dentro de zonas subtropicales y tropicales
(Nava et al 2012).

En Argentina, es un parasito endémico distribuido en las zonas del noreste (NEA) y
noroeste (NOA) ubicadas al norte de los paralelos 30°-31° S, con excepcion de la
region andina (Nava et al 2012) naturalmente libre por sus condiciones climaticas.
Se considera que el area infestada tiene una superficie total de infestacion de
74.196.800 ha con una existencia ganadera aproximada de 12.000.000 de cabezas
(INTA Mercedes, 2012). Este territorio se denomina zona de lucha y zona infestada
de garrapatas (Signorini et al., 1987), para las cuales, se establecen las medidas
preventivas y de control, segun el articulo 1° del decreto reglamentario 7623/54 de
la ley 12566 de SENASA. La distribucidn esta relacionada con factores abioticos
gue contribuyen al desarrollo y supervivencia del ectoparasito, fundamentalmente
humedad, temperatura y caracteristicas del terreno. De esta manera, el ambiente
mas favorable es aquel que presenta un déficit hidrico anual <200 mm y un solo
mes del afio con T° < 15.4°C (Nava et al 2012).

Materiales y métodos

Los dias 16 y 17 de Enero de 2013, el Servicio de Diagnéstico Veterinario
Especializado (SDVE) de INTA Balcarce, realizé dos visitas a un establecimiento
ubicado en el partido de Gral. Madariaga, provincia de Buenos Aires (Lat. 36° 447
39,67", Long. 57° 08? 29,61"), debido a una mortandad ocurrida en un lote de 314
vaquillonas britdnicas de 30 meses de edad, las cuales se encontraban
pastoreando un lote de pastizal natural, desde mediados del mes de noviembre del
afio anterior. El mismo habia sido utilizado por terneros de recria provenientes de
dos establecimientos de la provincia de Corrientes (departamentos de San Roque y
Lavalle) en el mes de octubre hasta 15 dias previos al ingreso de las vaquillonas.

En la primer visita se realizé el examen clinico de siete animales del lote afectado.
Se obtuvo de cada uno muestras de sangre para determinacion de hematocrito y se
realizaron extendidos (frotis) de sangre capilar (periférica) y venosa (central) para la
deteccién de hemoparasitos. Se obtuvo sangre para determinar enzimas hepaticas
(GGT y GOT) en suero de uno de los animales. No se realizé necropsia debido que
los mismos no presentaban aun signos clinicos definidos, no justificAndose el
sacrificio de alguno, y aguellos que se encontraban muertos se encontraban en
elevado grado de autdlisis.
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En la segunda visita se observaron 3 animales muertos y 2 en decubito esternal, los
cuales murieron en menos de una hora de inspeccionadas. De estos 2 ultimos
animales se extrajo sangre para realizar hemograma y frotis de sangre periférica.
Se llevaron a cabo tres necropsias: en dos de las mismas se recolectaron 6rganos
frescos para deteccion de hemoparasitos por microscopia, y 6érganos en formol al
10% para analisis histoldgico.

Foto 1: Garrapata adulta Boophilus spp. recolectada de un animal por uno de los
autores.Hasta el dia de la visita se habian registrado 12 muertes. Cabe destacar
gue el veterinario responsable del establecimiento observé la presencia de
garrapatas 10 dias antes sobre las vaquillonas problema, durante el diagnostico de
prefiez. Las mismas fueron identificadas como Rhipicephalus (Boophilus) spp (foto
1). Mientras que durante las visitas no se pudo constatar la presencia del mismo en
los animales examinados 0 muertos.

También se recogieron muestras de 6rganos para deteccion de B. bovis y/o B.
bigemina por método de PCR. Se extrajo ADN de cerebro, rifidn y bazo por el
método convencional de fenol:cloroformo:alcohol:isoamilico. Para la identificacion
de B. bigemina y B. bovis se utilizaron dos pares de oligonucle6tidos especificos
disefiados a partir del gen 18S rRNA (BigRaffor CGA GGC CTT TTG GCG GCG
TTT ATT AG; BigRafrev ACA AAT CTA AGA ATT TCA CCT CTG AC para B.
bigemina y BoRaffor CAG GTT TCG CCT GTA TAA TTG AG y BoRafrev CTA AGA
ATT TCA CCT CTG ACA GT para B. bovis). El programa de amplificacion de la
PCR consistio de un periodo inicial de desnaturalizacion del ADN a 95° C por 5 min,
seguida de 35 ciclos de 95° C por 20 s, 62° C por 30 sy 72° C por 45 s. Finalmente
se mantuvo a 72° C durante 5 min.

Ademas, se amplificé un fragmento del gen bv80 para realizar una caracterizacion
molecular de la poblacién de B. bovis. Para tal fin se utilizaron los oligonucleotidos

4de 14


http://www.veterinariargentina.com/revista/wp284/wp-content/uploads/Dibujo1053.JPG

Sitio Argentino de Produccion Animal Revista

\eterinaria

argentina

Page 5 of 14

especificos BvBOF TGT GTT AAT GTA ACT CAG CCC G y Bv80R aaa gcc tgt tag
ttg atg gac c. El programa de amplificacion para el gen bv80 consistié de un periodo
inicial de desnaturalizacion del ADN a 95° C por 5 min, seguida de 35 ciclos de 95°
C por 20 s 58° C por 30 sy 72° C por 45 s, finalmente se mantuvo a 72° C durante
5 min.

Cada reaccion de PCR se llevé a cabo en un volumen final de 50 ?I de una mezcla
gue contenia 1x buffer PCR Promega® (50mM Tris-HCI; 50mM NacCl), 2,2 mM de
MgCl2, 0,008 mM de cada oligonucleétido y 2,5 U de Go-Taqg polimerasa
(Promega®). Con cada reaccion de PCR, se incorporé una muestra para el control
de contaminacion, a la que no se adicioné ADN y controles de ADN de B. bovis y B.
bigemina. Los productos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 1,5%.

Los productos amplificados obtenidos con el gen bv80, se purificaron mediante un
kit comercial (Promega®) y se enviaron a secuenciar al servicio de secuenciacion
Ibiotec ? Servicio Interno de Genaotipificacion y Secuenciacién de ADN (SIGYSA),
INTA-Castelar (Buenos Aires). Las secuencias resultantes se alinearon mediante el
software Bioedit® y se compararon con secuencias de referencia de B. bovis
(cepas vacunal BboR1A; cepas patdégenas BboM2P y BboS7P y de aislamientos
naturales BboL17 y BboL15) y de B. bigemina vacunal BbiS1A y patégena BbiS2P
provenientes del Laboratorio de Inmunologia y Parasitologia, INTA EEA-Rafaela.

Se obtuvieron registros de temperatura media diaria del Servicio Metereoldgico
Nacional (SMN) correspondientes a Villa Gesell, de los meses de octubre,
noviembre y diciembre del 2012, y enero y febrero del 2013.

Resultados

En el examen clinico el dia 16/01, se observo ligera palidez de las mucosas, leve
decaimiento, disnea y taquipnea, con temperatura rectal elevada (41 a 42,5° C).
Los hematocritos resultaron en un rango de 25 a 35 %. De los frotis de sangre
periférica, en dos animales se observaron estructuras piriformes basofilicas en el
interior de los eritrocitos, compatibles con Babesia spp.

El dia 17/01, durante la segunda visita, los dos animales en decubito esternal,
presentaban palidez de mucosas, disnea, agitacion, debilidad y decaimiento.

Las lesiones macroscopicas en las tres necropsias evidenciaron, marcada
esplenomegalia (foto 2) con hemorragias petequiales subcapsulares diseminadas.
Se apreciaban rifiones de color rojo vinoso y vejiga con orina de color rojo oscuro
(foto 3) con engrosamiento y edema de las paredes en uno de los animales.
También se observo leve hepatomegalia. Los valores de hematocritos fueron de
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12,5% y 17% y los valores de hemoglobina de 4 y 5,5 gr% respectivamente. En
frotis de sangre periférica, asi como en las improntas de corteza cerebral, se
observaron estructuras piriformes basofilicas en el interior de los eritrocitos,
compatibles con Babesia spp (foto 4). Cabe destacar la alta parasitemia que se
presentaba en los capilares del cerebro (foto 5). Las muestra fueron remitidas al
Laboratorio de Parasitologia e Inmunologia de la EEA INTA Rafaela, donde fueron
identificadas como B. bovis. Entre los hallazgos histopatoldgicos destacaron
nefrosis tubular severa, hepatitis linfohistiocitica periportal leve, con degeneracion
centrolobulillar severa. La observacion de material proteinaceo dentro de los
tubulos renales, degeneracion presente en los hepatocitos y células epiteliales de
los tubulos renales, podria esperarse en casos de crisis hemolitica. Se denoto
también un puntillado basofilico en el interior de eritrocitos en capilares del SNC,
rindn e higado.

Foto 2: Esplenomegalia. Se observé en las 3 necropsias realizadas.
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Foto 3: Rifion rojo vinoso y jeringa con orina color roja oscura extraida de vejiga.
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Foto 4: Estructuras piriformes basofilicas en el interior de los eritrocitos,
compatibles con Babesia spp. en frotis de sangre periférica.
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Foto 5: Parasitemia en globulos rojos de capilares del SNC.En las reacciones de
PCR de las muestras analizadas de cerebro, bazo y rifidn so6lo se amplific6 ADN de
B. bovis siendo negativas las reacciones especificas para ADN de B. bigemina. El
tamano de los fragmentos del gen bv80 que se amplificaron de las muestras de
cerebro y bazo variaron entre 700 y 850 pb. Esta variacion indicaria la presencia de
dos poblaciones genéticamente diferentes de B. bovis en las muestras analizadas.
En la comparacién de las secuencias con cepas Yy aislamientos de B. bovis de
referencia, no se encontré similitud genética con ninguna de ellas.

Discusion

La inspeccion clinica, los hallazgos macro y microscopicos, y la presencia del
hemoparasito en los frotis de sangre periférica y en los extendidos de cerebro, y la
deteccion de material genético mediante la prueba de PCR nos conducen al
diagndstico final de babesiosis bovina por B.bovis.

La presencia de la garrapata comun del bovino (R. (B.) microplus) fue considerada
imprescindible para la transmisién de B. bovis y posterior ocurrencia del brote, ya
gue se descarté el mecanismo iatrogénico de transmision por mal uso de vacunas
vivas debido que en el establecimiento nunca se realiz6 la misma.
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La presencia de R. (B.) microplus en una zona libre del parasito se debe
usualmente por el ingreso de animales portadores desde zonas infestadas, como
habria ocurrido en este caso, aunque el mismo no se pudo constatar. Esto pudo
producirse por fallas en los puntos de control sanitario, enmarcados en la ley de
lucha obligatoria contra la garrapata” [N° 12566], precedida o no por un inadecuado
control quimico del parasito (fallas en la dosificacion y frecuencia de
bafios/aplicaciones, resistencia antiparasitaria) o por negligencia del/o los
productor/es, evadiendo los controles.

Guglielmone (1992), clasificé a la Argentina en 3 regiones de aptitud para el
desarrollo de la garrapata comun de acuerdo a las caracteristicas climaticas (T°
media mensual y déficit hidrico), la carga parasitaria observada y el nivel de
anegamiento del suelo: zona favorable, intermedia y desfavorable. En el grafico 1
se pueden observar las regiones citadas, y ademas la zona libre y la zona
erradicada (también llamada indemne). Estudios realizados con modelos de
simulacién climatica, estimaron que aumentando 2° la T° media y elevando en un
40% las precipitaciones promedio, se estableceria un riesgo real de introduccion vy,
en ciertos casos, se podria producir el establecimiento del parasito hasta los 33° de
latitud sur dentro de la provincia de Buenos Aires (Estrada Pefia et al. 2006). Esta
latitud se encuentra aproximadamente a nivel de la ciudad de Buenos Aires.
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Grafico 1. Areas de aptitud ecoldgica de Rhipicephalus microplus en Argentina. 1)-
Area intermedia: Déficit hidrico anual <200 mm; 3-4 meses del afio con T° < 15.4°C.
2)- Area intermedia: Déficit hidrico anual <200- 500 mm; 3-4 meses del afio con T°
< 15.4°C. 3)- Area favorable: Déficit hidrico anual <200 mm; 1 mes del afio con T° <
15.4°C. 4)- Area erradicada por la campafia de lucha contra la garrapata. 5)- Area
naturalmente libre. En azul se indican las zonas de anegamiento. Adaptado de
Nava et al. 2012.Se considera endémica la zona ubicada al norte de los 30° de
latitud sur. Esporadicamente, se presentan brotes de infestacion por garrapata en
zonas libres del pais debido al ingreso de bovinos de zonas infestadas (Galetto et
al. 1978) ocurriendo un caso particular en Buenos Aires descrito por Chayer et al.
(1996).

El establecimiento de Gral. Madariaga se encuentra en la zona libre desfavorable,
con mas de 4 meses con temperaturas medias por debajo de los 15° C (Nava et al
2012); por lo cual, una poblacion de R. (B.) microplus no se podria establecer y
perpetuar en el tiempo. Sin embargo, si caen teleoginas de R. (B.) microplus en los
meses de octubre-noviembre, cuando las temperaturas medias son superiores a los
15° C, los huevos pueden eclosionar y dar lugar a una poblacion de larvas de R.
(B.) microplus, suficientes como para desencadenar un brote de babesiosis si estan
infectadas.

La via de transmision directa de R. microplus de un animal infestado a otro es
practicamente nula, siendo el acceso a pasturas contaminadas con el acaro la
principal fuente de infestacion (Nufiez et al. 1982), sugiriendo este mecanismo de
transmision el que pudo haber ocurrido en el presente reporte. Se sospecha por lo
tanto, que al pasar anteriormente por el lote, los terneros infestados provenientes
de Corrientes lo contaminaron (Grafico 2), y al ingresar las vaquillonas se infestaron
del ambiente. Generandose el brote en los animales nativos de la zona sin
experiencia inmunoldgica contra B. bovis.

La introduccién de los animales infestados con garrapatas se produjo en un
momento favorable del afio, Ultima semana de octubre, cuando se comienzan a
registrar temperaturas mas elevadas en esta zona y la teleogina desprendida puede
continuar su ciclo de vida libre en la pastura. Segun diversos autores, la suma
térmica (grados dias por encima del umbral de desarrollo) necesaria para que la
garrapata complete el pre aove y la incubacion de los huevos es de 310°C (Vega et
al. 1985, Spath et al. 1994). Dicha suma, se consigue rapidamente en zonas
favorables (ej: Formosa), en donde se pueden registrar hasta 5 ciclos al afio
(Ivancovich et al. 1975). El ciclo de vida libre de la garrapata, a diferencia del ciclo
parasitario, esta directamente influido por los factores climaticos, dicho ciclo tiende
a alargarse a medida que las T° medias bajan y se acercan a los 15°C, para
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detenerse con T° medias inferiores a ésta. Como se detalla en el grafico 2 de los 85
dias en cuestidon permite completar el ciclo de la garrapata , solo existiendo 2 dias
con temperaturas menores de 15 ©°.
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La PCR fue atil como técnica complementaria al diagndstico mediante la
observacion con microscopio de extendidos de sangre, ya que permitié confirmar la
presencia de B. bovis y la ausencia de B. bigemina en las muestras de tejido
analizadas. Por otra parte, las secuencias del gen bv80 permitieron corroborar la
presencia de una mezcla de poblaciones genotipicamente diferentes, tal como ha
sido demostrado por otros autores en aislamientos de B. bovis (Perez-Llaneza et
al., 2010; Lau et al., 2010; Baravalle et al., 2012).

Conclusion

Tanto la estacion del afio como las particularidades climaticas de cada afo, deben
tomarse en cuenta, a fin de evaluar el riesgo de introduccién de la garrapata a
zonas libres (Estrada et al. 2006). La tasa de infeccién de R. (B.) microplus por
Babesia spp., en la zona endémica, depende de la cantidad de garrapatas y de
bovinos portadores presentes en el medio, sujetas a su vez de las condiciones
climaticas (Guglielmone 1995). Las temperaturas bajas invernales de la zona de
General Madariaga conducirian a la muerte de una proporcién muy elevada de las
garrapatas introducidas en el campo, por lo cual se puede concluir que el riesgo de
establecimiento del parasito seria nulo. De todos modos, en un escenario donde los
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cambios climaticos se suceden rapidamente (Estrada et al. 2006), deben
extremarse las medidas de control del trafico de animales.

La cuenca del salado representa una gran reserva del stock ganadero nacional, y la
introduccién del parasito y las enfermedades producidas por el mismo, pueden
generar un profundo impacto econémico y productivo para el pais.
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