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RESUMEN

Se evaluaron primo-infecciones causadas por Babesia bovis en terneros Brahman y Brangus
en zona endémica de Corrientes, mediante la deteccion de: anticuerpos por ELISA-i, hematocrito
y parasitemia en 48 vacas gestantes (195 dias), de sus crias dentro de las 6 horas de vida (M1) y
periddicamente hasta los 10 meses de edad (M2-M9). Para determinar la ingestion de calostro se
utilizo la prueba del glutaraldehido (M1). La prevalencia de B. bovis en vacas fue del 97,91%. Los
niveles de anticuerpos (M1) en terneros calostrados (n=15) fue 79,4 (14/15) Porcentaje de Positividad
(PP), y el de sus madres 57,5% (47/48) PP (p<0,05) y en los no calostrados - anticuerpos generados
durante la gestacion - (n=33) fue 4,6 (1/33) PP. Hubo 4 perfiles serologicos, hasta 60 dias (37%),
90 (23%), 120 (30%) y después de los 120 (10%). A los 9 meses de edad el 100% de los terneros
presentd anticuerpos, sin padecer enfermedad.

Palabras claves: Babesiosis, inmunidad, estabilidad enzodtica en terneros Brahman y Brangus.

SUMMARY

Forecast study of primary Babesia bovis infections in calves of an ende-
mic area in Corrientes.

Occurrence of primary B. bovis infections were evaluated in calves Brahman and Brangus from
endemic areas of Corrientes, throughout antibody-detection by iELISA, hematocrit determination and
parasitaemia in 48 pregnant cattle (195 days of pregnancy) and their calves within 6 hours of born
(M1) and periodically until 10 months of age (M2-M9). Colostrums’ ingestion was determinate by
glutaraldehid test (M1). Prevalence of B. bovis in cattle was 97,91%. The level of antibodies (M1)
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in calves that consumed colostrums (n=15) was 79,4 PP and 57,5 PP in their mothers (p<0,05). In
calves that did not consume colostrums -gestation-generated antibodies - it was 4,6 PP. There were

4 serologic profiles that suggest the occurrence of early infections, before day 60th (37%), 90th
(23%), 120yh (30%) and belated after 120 days (10%). At the 9th month of age 100% of calves were

infected, without evidence of illness.

Key words: Babesiosis, immunity, endemic stability in calves Brahman y Brangus.

INTRODUCCION

Las garrapatas y las enfermedades que
transmiten, son consideradas uno de los
mayores problemas sanitarios en regiones
tropicales y subtropicales del mundo (Payne
& Scott 1982; Bock et al., 2004).

La babesiosis es causada por un pro-
tozoario del phylum Apicomplexa género
Babesia que parasita los eritrocitos de un
amplio rango de animales domésticos,
silvestres y ocasionalmente al hombre. El
protozoario es transmitido por garrapatas
de la familia Ixodidae. En nuestro pais el
unico vector reconocido en el ganado bo-
vino es la garrapata comun, Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Guglielmone, 1994).

Los efectos patogenos ocasionados por
esta garrapata y Babesia spp., pueden afectar
severamente la rentabilidad de las empresas
rurales (Spéth et al., 1994).

El diagnostico de babesiosis aguda se
establece mediante la observacion de signos
clinicos como hemoglobinuria y encefalitis
y la evaluacion de parametros clinicos como
hipertermia, anemia y parasitemia, esta
deteccion microscopica de Babesia spp. a
través de extendidos de sangre (frotis fino)
periférica tefiidos con Giemsa sigue siendo
el método de eleccion, facil, rapido y acce-
sible, para el diagnostico (Bose et al., 1995).

Se han desarrollado diferentes pruebas
serologicas para la deteccion de los anti-
cuerpos contra Babesia spp Las maés utili-
zadas son las inmunoenzimaticas (ELISA)

y la inmunofluorescencia indirecta (IFI),
ambas recomendadas por la OIE (Rolls et
al., 2012). Estas técnicas, ademas de tener
elevada sensibilidad y especificidad, pueden
ser automatizadas y computarizadas lo que
permite el procesamiento de muestras en
gran escala. Se han desarrollado ELISAs
basados en antigenos nativos con diferente
grado de purificacion obtenidos de eritrocitos
parasitados (Waltisbuhl et al., 1987), mero-
zoitos (Echaide et al., 2004) o de proteinas
obtenidas por recombinacion de secuencias
de ADN (Bose etal., 1990; Goffetal., 2006;
Dominguez et al., 2012; Bono et al., 2008).

La presentacion clinica de la babesiosis
es determinada por la fluctuacion estacional
de la poblacion de garrapatas, debido a los
cambios ambientales y al uso de acaricidas.
La severidad de los casos dependen de la
edad, la raza y el origen de los bovinos
(Spéth, 1986). La respuesta inmune contra
B. bovis alcanza su mayor eficiencia en bo-
vinos jovenes que han adquirido inmunidad
pasiva. Existe una estrecha relacion entre
la presencia de inmunoglobulinas contra B.
bovis en el calostro y/o sangre de las madres
y el suero sanguineo de sus crias (Gonzalez
de Rios, 1987).

La resistencia a padecer la babesiosis
clinica en adultos dependera de la inmu-
nidad adquirida después de la vacunacion
con cepas vivas de escasa patogenicidad o
la infeccion natural antes los 12 meses de
edad. La inmunidad innata, protectora en
animales jovenes, depende de la accion de
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macro-fagos, linfocitos NK y diversas cito-
quinas (IL2, IL12, INF?) y de la ingestion
de anticuerpos calostrales. Esta respuesta
pierde eficiencia durante la edad adultay los
bovinos pueden sufrir la forma mas severa
de la babesiosis (Goff et al., 2010). Los
bovinos que se recuperan de una infeccién
con B. bovis permanecen persistentemente
infectados y son resistentes a reinfecciones
con cepas heterdlogas de la misma especie.
El modelo matematico de Mahoney (Maho-
ney & Ross, 1972), establecio la proporcion
de picaduras infectantes (tasa de inoculacion
por garrapatas) necesaria para lograr que
>75% de los terneros se infecten por B. bovis
antes de los 9 meses de edad promedio. Se
estima que si se mantiene la tasa de inocula-
cion, el 100% de los bovinos de esa cohorte
estara infectada a los 12 meses de edad. En
estos casos existe escasa proba-bilidad de
que ocurran brotes de babesiosis durante la
edad adulta, situacion denominada de esta-
bilidad enzodtica, la cual se evaliia mediante
serologia. Este modelo ha sido evaluado y
adoptado en Argentina (Vanzini et al., 1999;
Mastropaolo et al., 2009).

El objetivo del trabajo fue determinar la
ocurrencia de las primo infecciones en los
terneros desde el momento de su nacimiento
hasta los 9 meses en promedio de edad, para
asi establecer la situacidén de estabilidad
enzodtica.

MATERIALES Y METODOS

BOVINOS:

Se trabajo con un rodeo de bovinos lo-
calizado en el departamento Concepcion
de la provincia de Corrientes, Latitud:
-28.655314° Longitud: -58.221712°. La
cohorte estudiada incluy6 48 vacas de las
razas Brahman y Brangus con 195 dias de
gestacion promedio y sus crias. La edad

promedio de las madres al iniciar el trabajo
fue de 5 afios (rango: 3-7 afios). Las hembras
prefiadas proximas al parto se aislaron en co-
rrales para facilitar la obtencion de muestras
de los terneros antes de la ingesta de calostro.

MUESTRAS:

De las madres y de los terneros se toma-
ron 5 ml de sangre por punciéon de la vena
yugular, con citrato de sodio al 10% como
anticoa-gulante y 5 ml sin anticoagulante
para la obtencion del suero. Todas las mues-
tras se mantuvieron a -20°C hasta su analisis.

De las madres se obtuvo una unica
muestra a los 70 dias previo al parto. De los
terneros se obtuvo la primera muestra (M1)
durante los meses de Agosto y Septiembre
de 2009, cuando ocurrieron los partos. Para
evaluar las fluctuaciones de los niveles de
anticuerpos en los mismos, se tomaron ocho
muestras adicionales con una periodicidad
promedio de 41,5 dias (= 23,04) (M2-M9)
y se extendieron hasta los 10 meses de edad
(Cuadro 1).

TECNICAS:

* Parasitemia: Los frotis finos se secaron,
se fijaron con alcohol metilico, se tifieron
con Giemsa y se observaron al microscopio
optico con inmersion (1000x). El método
utilizado fue el de cuantificacion en lamina
para hemoparasitos, aplicando la siguiente
formula:

Globulos rojos parasitados x 100
Globulos Rojos totales en 20 campos

* Volumen globular: La proporcion del
volumen total de eritrocitos se estimo utili-
zando la técnica de microhematocrito.

* Prueba de Glutaraldehido: Se realiz
segun la técnica descrita por Sandholm
(1974), para determinar la ingesta de ca-
lostro. Se interpreto que los terneros habian
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ingerido calostro cuando sus sueros coagu-
laron dentro de los 30 minutos de agregado
el glutaraldehido.

* ELISA indirecto: La presencia de an-
ticuerpos especificos contra B. bovis en las
muestras de suero se determind mediante
ELISA-i (Echaide et al., 2004). Los sueros
se diluyeron 1/100 antes de ser usados en
cada prueba. Los resultados de ELISA se ex-
presaron en porcentaje de positividad (PP).
Las vacas cuyos sueros tuvieron titulos de
anticuerpos ?20PP (ELISAI) se consideraron
infectadas. Los sueros de terneros se anali-
zaron mediante ELISAi y los resultados se
interpretaron en relacion a los PP obte-nidos
para la M1 de los terneros nacidos de madres
negativas, estableciéndose arbitrariamente
como el promedio de PP obtenido en este
grupo, mas 3 desvios estandar (DE).

RESULTADOS

El 97,91% (47/48) de las vacas resultd
positiva a ELISA para B. bovis con titulos
entre 22 y 93PP. La tnica vaca que resultd
negativa, tenia un titulo de 17PP.

Los valores del ELISA-i correspon-
dientes a madres y terneros en la M1, se
describen en el Cuadro 2.

Se determind una concordancia del 93,
3% entre madres positivas y sus respectivos
terneros (n=15) que habian ingerido calos-
tro (M1). En este grupo se registrd un caso
en que el nivel de anticuerpos del ternero
fue negativo (5PP). El 71% de los terneros
mostrd niveles de anticuerpos calostrales
superior a los detectados en el suero de sus
madres (Fig. 1).

En el grupo de terneros que no consu-
mieron calostro (n=33), los niveles de anti-
cuerpos fluctuaron entre 1 y 5 PP, a excep-
cioén de un ternero cuyo titulo fue de 18PP
en la M1, valor significativamente superior
al promedio de dicho grupo.

En el grupo de terneros que no consu-
mieron calostro (n=33), los niveles de
anticuerpos fluctuaron entre 1 y 5 PP, a ex-
cepcion de un ternero cuyo titulo fue de 18PP
en la M1, valor significativamente superior
al promedio de dicho grupo.

La evolucion de los anticuerpos contra
B. bovis desde el nacimiento hasta los 120
dias de edad, se evaluo en 30 terneros que
no habian calostrado y cuyo muestreo es-

Cuadro 1: Categorias, muestras obtenidas y momento de la toma de muestras.

Categoria Momento Muestras
Madres . . . e
n=48 MO (60 dias pre-parto) Sangre con y sin anticoagulante. Frotis finos
*
Terr]r;irg s M1-M9 Sangre con y sin anticoagulante. Frotis finos

*No todos los terneros tuvieron muestras de sangre en cada muestreo a través del experimento.
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taba completo, lo que permiti¢ establecer
cuatro perfiles serologicos (P1, P2, P3 y
P4) (Fig. 2).

El P1 mostré que el 37% de los terneros
tuvo un incremento constante del nivel de
anticuerpos promedio. E1 P2 y P3 represen-
tados por el 23% y el 30% de los terneros,
mostraron puntos de inflexion seguido por
un incremento del nivel de anticuerpos

promedio a los 90 y 60 dias después del
nacimiento respectivamente.

El P4, incluyo el 10% de los terneros y
mostro el nivel maximo de anticuerpos a los
30 dias post-nacimiento con un descenso
progresivo, indicando el tiempo de extincion
de los anticuerpos calostrales a los 120 dias
desde el nacimiento.

Cuadro 2: Resultados de la M1 en madres y terneros, discriminados segun categoria y condicion
inmunoldgica. Valor promedio para ELISA-i, expresados en porcentaje de positividad (PP),

desvio estandar (DE) y punto de corte.

Categoria y condicion = . . Punto de corte
inmunolégica N | valor ELISA-i (X) PP | Desvio estandar (DE) (PP)
Terneros sin ingesta de 33 4,06 +2,82
calostro >12 55
Terneros con ingesta de 15 79 432 +19 09 -
calostro ' o
Madres de los terneros b
con ingesta de calostro 15 57.47 18,44 220
Total de Madres 48 55,38 +18,55

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas.

Fig. 1: Niveles promedio de anticuerpos contra Babesia bovis detectados por ELISA en un grupo
de vacas entre 2 y 4 meses antes del parto y en sus terneros después de la ingesta de calostro (n=

14).
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Fig. 2: Perfiles de anticuerpos contra Babesia
(n=30) nacidos de vacas infectadas, desde ant
post-nacimiento.

bovis detectados en una cohorte de terneros
es de la ingesta de calostro hasta los 120 dias
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Los 18 terneros restantes no tuvieron
muestras consecutivas o habian ingerido
calostro antes de la toma de la primera mues-
tra, por lo que se incluyeron en el analisis a
los 9 meses de edad, donde el 100% de los
terneros resultaron positivos en ELISA-i.
El valor promedio de los hematocritos en
terneros (M1-M9) fue de 34,6% (+0,04) y
no se observaron hemoparasitos en los frotis
obtenidos de sangre capilar.

DISCUSION

Existe una estrecha relacion entre la
presencia de inmunoglobulinas G contra
B. bovis en el calostro y/o sangre de las
madres y en el suero sanguineo de sus crias
(Gonzalez de Rios, 1987). Esta observacion
fue confirmada por los resultados obtenidos
en el presente estudio, donde el 97,91% de
las vacas transfirié anticuerpos a sus crias a
través del calostro, y éstos evidenciaron ni-
veles significativamente superiores a los de
sus madres. La extincion de los anticuerpos
calostrales se observo a los 120 dias (P4),

44 | Revista FAVE - Ciencias Veterinarias

cuando alcanzaron su nivel minimo. Esto
fue similar a lo descripto para B. bigemina
donde se estimo una persistencia media de
119 dias (Ross y Lohr, 1970) mientras que
Weisman et al. (1974) observaron un rango
de 7 a 148 dias. En contraste la vida media
de los anticuerpos calostrales para B. bovis
vari6 entre 7 y 12 dias, con una persistencia
aproximada a 30 dias en rodeos en inestabi-
lidad enzootica (Gonzalez de Rios, 1987).

La deteccion de un ternero positivo en
ELISA-i (18 PP) que no habia ingerido
calostro sugiere una infeccidn transpla-
centaria (Alcalaz et al., 2004), la que no
pudo ser confirmada por PCR e inoculacion
en terneros esplenectomizados. Alternativa-
mente se deberia considerar una reaccion
inespecifica inherente a la especificidad del
ELISA (Mastropaolo et al., 2004).

Por el contrario, no se detectaron anti-
cuerpos calostrales en un ternero nacido de
una vaca infectada a pesar de haberse de-
mostrado la ingestion de calostro. Similares
resultados descriptos previamente fueron
atribuidos a una baja concentracion de anti-
cuerpos en el calostro, inadecuada ingestion
de calostro y/o disminucion de la capacidad
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de absorcion del intestino (Weisman et al.,
1974; Gonzalez de Rios, 1989).

Los perfiles serologicos (P1, P2 y P3)
detectados en los terneros del rodeo no
permitieron definir el momento de las primo-
infecciones debido al solapamiento entre los
anticuerpos calostrales y los generados por
las infecciones naturales. Sin embargo en los
P2y P3 los puntos de inflexion observados a
los 90 y 60 dias respectivamente evidencian
una respuesta inmune a infecciones ocurridas
con anterioridad. Esto indicaria que en un
rodeo infectado por B. bovis y en estabili-
dad enzodtica, la mayoria de las infecciones
ocurririan antes de la extincion de los an-
ticuerpos calostrales. La infeccion natural
temprana por B. bovis en terneros también
fue reportada en rodeos en inestabilidad
enzodtica donde se detectd un incremento
de la prevalencia a los 31 y 58 dias después
del nacimiento, cuando la mayoria de los
anticuerpos calostrales ya no eran detectados
(Gonzalez de Rios, 1987).

En el 10% de los casos (P4) se detectaron
infecciones naturales después de los 120
dias, pero en ningun caso se registraron
signos de babesiosis, los valores de hemato-
crito fueron normales y los frotis negativos,
lo que se ha atribuido a la accion de los an-
ticuerpos calostrales y una solida respuesta
inmune innata de los terneros, capaces de
controlar la infeccion por B. bovis (Goff et
al., 2010). Calder, 1996 mencionaron que
la mayoria de los eritrocitos parasitados
por B. bovis se secuestran en los capilares
viscerales, disminuyendo su presencia en la
circulacion periférica. A ello debe agregarse
que la deteccion de B. bovis en frotis tefiidos
con Giemsa, se restringe a un breve periodo

variable de 8 a 15 dias posinfeccion. Para
estos estudios seria apropiado la utilizacion
de la PCR, por su mayor sensibilidad, para
identificar el parasito y establecer con pre-
cision el momento de las primo-infecciones
(Figueroa et al., 1994). En contraste con
nuestros resultados, Gonzalez de Rios
(1987), registrd casos clinicos de babesiosis
por B. bovis (4,8%, 3,4% y 8,7%), en tres
cohortes de terneros Holando Argentino
menores de 9 meses de edad. Esto podria
ser atribuido a una mayor susceptibi-lidad
de esa raza lechera de menor adaptacion
a climas subtropicales. En cambio en el
presente estudio se utilizaron terneros Bos
indicus y sus cruzas, las que muestran una
mayor resistencia a la infeccion por B. bovis
(Bock et al., 1997).

CONCLUSIONES

Las infecciones posnatales por B. bovis en
la cohorte en estudio de un area enzodtica de
babesiosis ocurrieron antes de los 9 meses
de edad, situacion deseable en estas zonas.

La poblacion de R. microplus infectadas
fue suficiente para asegurar la tasa de inocu-
lacion necesaria para asegurar la estabilidad
enzodtica del rodeo. El estudio seroldgico
prospectivo permitié establecer la fluctua-
cion del nivel de anticuerpos contra B. bovis
y reconocer los periodos de ocurren-cia de
infecciones naturales.

La ausencia de casos clinicos en terneros
es congruente con un eficiente control de la
infeccion atribuido a la inmunidad innata, a
los anticuerpos calostrales.
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