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RESUMEN

En la Argentina la babesiosis de los bovinos es causada por la Babesia bovis y la Babesia
bigemina, mientras que la anaplasmosis es causada por el Anaplasma marginale. Alrededor
de 22.500.000 bovinos (35% de la poblacién del pais) se encuentran dentro del area de
ocurrencia de estas enfermedades.

En el presente trabajo se hace una descripcion de los rasgos sobresalientes de los agentes
etiolégicos, formas de transmisién, descripcion del sindrome clinico y hallazgos de necrop-
sia. Se destaca la importancia del diagndstico y la interpretacion de los resultados para la
adopcién de medidas preventivas y de control de los brotes. Se analizan los factores que
condicionan la epidemiologia de estas enfermedades y el empleo de principios epidemio-
|6gicos para la aplicacion de técnicas de prevencion de las mismas. Finalmente, se resefian
tales métodos de prevencion poniendo especial énfasis en el uso de vacunas vivas
atenuadas, aclarando sobre las ventajas y restricciones de las mismas.
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SUMMARY

BOVINE BABESIOSIS AND ANAPLASMOSIS. DIAGNOSIS,
EPIDEMIOLOGY AND CONTROL

In Argentine bovine babesiosis is caused by Babesia bovis and Babesia bigemina while
anaplasmosis is caused by Anaplasma marginale. Nearly 22.500.000 cattle (35% of the
country livestock) live in the endemic area.

The etiological agents, its transmission, the clinical syndrome and the post-mortem findings
are described. The importance of the correct diagnosis of the diseases to control outbreaks
and to adopt preventives measures is emphasized. The factors conditioning the epidemiol-
ogy of these diseases and its application to prevent these diseases are also analyzed.
Finally, it is described the prevention methods emphasizing the use of lives attenuated
vaccines.

Key words: Argentine, babesiosis, anaplasmosis, diagnosis, epidemiology, control.
I. INTRODUCCION
Las garrapatas y las enfermedades que ellas transmiten constituyen uno de los

problemas sanitarios de mayor importancia econémica en las regiones tropicales
y subtropicales de todo el mundo. La mayoria de los paises en desarrollo, donde
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la ganaderia es unaimportante fuente de ingresos y uno de los principales recursos
alimenticios, estan ubicados en esas regiones.

Impulsados por la necesidad econdmica de incrementarla produccion ganadera,
nuevas practicas de manejo estan siendo aplicadas en establecimientos ubicados
en el area endémica, en el norte de nuestro pais. Dentro de las alternativas para
aumentar la productividad comercial aparece la incorporacion y adaptacion local
de razas de alta productividad, las cuales provienen de dreas donde la enfermedad
no esta presente. La garrapata, babesiosis y anaplasmosis constituyen factores
importantes que afectan la esperada performance de esos animales y en conse-
cuencia limitan la posibilidad de aumentar la produccién; sin embargo, aun cuando
se logre el control de este artrépodo y las enfermedades asociadas, todavia
persistiran las limitaciones climaticas y alimenticias.

El éxito logrado en los Estados Unidos de América en eliminar la babesiosis a
través de la erradicacién de la garrapata vectora (Boophilus annulatus) todavia
aparece como un hecho aislado. Muchos paises ubicados en el area tropical y
subtropical, dentro de ellos la Argentina, siguieron este ejemplo. La campaha de
erradicacion (Ley N2 12566) iniciada en nuestro pais constituye el unico caso en
el mundo donde se logré liberar una amplia zona infestada con Boophilus
microplus, pero aun existe una importante superficie infestada que alberga a unos
10.000.000 de cabezas, aproximadamente el 18% del total del pais.

Entre los obstaculos que debieron superarse figuran el desarrollo de resistencia
a los acaricidas, primero los arsenicales y clorados y mas recientemente los
organofosforados. La falta de infraestructura adecuada en algunas zonas vy el
costo de las drogas modernas con relacién a la rentabilidad de la empresa
ganadera también constituyen obstaculos que dificultan la ampliacién del area de
lucha y erradicacién.

La erradicacion de la garrapata en todo el pais seguramente no se va a lograr a
corto plazo y el control manteniendo cargas bajas que no produzcan mayores
pérdidas en los animales contribuird a incrementar la produccién pero aumentara
el riesgo de brotes de babesiosis. En este contexto lainmunizacion de los animales
susceptibles aparece como la medida de control mas efectiva.

El conocimiento de los métodos de diagnéstico y la aplicacion de conceptos
epidemioldgicos basicos, adquieren relevancia para la implementacion de las
medidas de prevencién mas adecuadas.

Il. AGENTES ETIOLOGICOS
Historia

En el afio 1888, el investigador rumano Victor Babes concluyd que la causa de
la enfermedad conocida como hemoglobinuria enzodtica de los bovinos era un
pequefio microorganismo intraeritrocitario al cual denominé Haematococcus bo-
vis. Posteriormente, en 1893, Starcovici propuso el nombre de Babesia bovis.

En 1889, en los Estados Unidos de América, T. Smith informé que el agente
responsable de la fiebre de Texas era un protozoario. En 1893, Smith y Kiiborne
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propusieron el nombre de Pyrosoma bigeminum (posteriormente Babesia bigemi-
na), pero lo mas importante fue que por primera vez se establecié que el
protozoario era transmitido por garrapatas (Boophilus annulatus) y que ademas
pasaba a la descendencia. La presencia de un artrépodo en la transmisién
introdujo un nuevo concepto en epidemiologia, io cual sirvié de base para el control
de muchas enfermedades.

En nuestro pais los primeros trabajos sobre la “Tristeza de los bovinos” fueron
realizados por Ligniéres, quien en 1903 reconocié dos tipos diferentes de
Babesia: una forma larga similar a la descripta por Smith y Kilborne y otra mas
pequefa, a menudo dificil de encontrar en extendidos de sangre, pero facil de ver
en capilares de drganos, la que en 1910 denomind Piroplasma argentina y
posteriormente Babesia argentina. Estudios serolégicos utilizando la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (Callow et al, 1976) mostraron que no hay diferen-
cias entre B. argentina (Australia) y B. argentina (Bolivia) y entre B. argentina
(Australia) y B. argentina (Norte de Africa). Por otra parte, Goldman y Rosemberg
(1974) sdlo observaron pequenas diferencias entre B. berbera (israel), B. bovis
(Nigeria) y B. argentina (Australia). Elnombre B. bovistiene prioridad, por lo tanto,
en funcion de las evidencias acumuladas se decidié adoptar esta denominacion
por ser precedente.

En Sudafrica, Theiler (1910) describié a un pequefio agente en los eritrocitos de
bovinos afectados de anemia aguda y lo diferencié de la entidad patolégica fiebre
de Texas. De acuerdo con sus caracteristicas tintoriales, para este microorganis-
mo carente de citoplasma y ubicado en el margen del eritrocito propuso el término
Anaplasma marginale.

En 1911 describid una nueva especie de Anaplasma, al cual por su ubicacion
dentro del eritrocito, preferentemente central, denominé A. centrale. Posterior-
mente, varios investigadores comenzaron a describirla presencia de proyecciones
o colas en extendidos de sangre con A. marginale tefidos con Giemsa; entre los
que figuran Quevedo (1914) en la Argentina, Gémez de Farias {(1928) en la
Argentina pero trabajando con un aislamiento proveniente de Brasil, Descaseaux
(1924) en Chile y Franklin y Redmond (1958) en los EUA. Otros investigadores no
observaron la presencia de prolongaciones en extendidos tefiidos con Giemsa
pero si cuando utilizaron la solucién de Toisson (Boynton, 1932) o nuevo azul de
metileno (Schalm ef a/, 1962). También fueron observadas con contraste de fases
e inmunofluorescencia (Rios et al, 1988). En Corrientes fue observado en un
aislamiento proveniente de un caso clinico utilizando la tincién con nuevo azul de
metileno (Vanzini, obs. pers.), Kreier y Ristic (1963 a, b, c) lo estudiaron mas
detalladamente mediante técnicas de tinciones especiales, inmunofiuorescencia,
contraste de fases y microscopia electronica y observaron una formacion oval con
una proyeccién o cola.

Clasificacion

La clasificacion taxondmica de los protozoarios ha sido revisada en 1980 por un
comité cientifico de la sociedad internacional de protozoologistas (Levine et al,
1980). En la nueva clasificacion el género Babesia aparece dentro del sub-reino:
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protozoa; phylum: apicomplexa; clase: sporozoa; sub-clase: piroplasmia; orden:
piroplasmida; familia: babesidae. Babesia sp. son parasitos intraeritrocitarios
obligados no pigmentados de forma piriforme, oval, bacilar o ameboide. Transmi-
tidos por garrapatas. Reproduccion asexual y sexual con merogonia en vertebra-
dos y esporogonia y gametogonia en invertebrados (Melhorn y Schein, 1984).

Existen dudas respecto de la clasificacién de Anaplasma; sin embargo, se lo
considera dentro del orden rickettsiales, familia anaplasmataceae (Ristic y Kreier,
1984). Este microorganismo carece de reticulo endoplasmatico y membrana
nuclear, lo cual lo diferencia de los protozoos. Por otra parte, es Gram negativo
(Amerault et al, 1973), como la mayoria de las rickettsias. En los vertebrados se
comporta como un organismo intraeritrocitario obligado. Anaplasma infecta a los
rumiantes domésticos y numerosos salvajes (Kuttler, 1984).

Se reproduce por fision binaria. El corpusculo inicialinvade el glébulo rojo y luego
se divide varias veces y forma un corpUsculo de inclusién formado por 4-8
corpusculos iniciales.

En la lista de nombres de bacterias reconocidas, publicadas en el International
Journal of Systematic Bacteriology (Ristic y Kreier, 1984), se incluyen sodlo dos
especies de Anaplasma: A. marginale, responsable de la anaplasmosis bovina y
A. ovis, agente causal de la anaplasmosis ovina y caprina. Esta separacion esta
basada en la falta de inmunidad cruzada y diferencias entre los antigenos de
supefficie (Palmer et al, 1988).

Tradicionalmente A. centrale fue considerado una especie separada de A.
marginale, sin embargo las diferencias antigénicas y genéticas no parecen lo
suficientemente marcadas como para justificar esta separacién (Ambrosio y
Potgieter, 1987; Kuttler, 1967; Palmer et al, 1988), y, al menos por ahora, se lo
considera como una variante de A. marginale.

Kreier y Ristic (19633, b, ¢), tomando como base la presencia de una estructura
(apéndice, cola), sugirieron la creacion de un nuevo género al cual denominaron
Paranaplasma caudatum. Los corpUsculos de inclusion de P. caudatum tienen
apéndices generalmente en forma de cola, que puede ser visualizado solamente
mediante el uso de técnicas especiales. A diferencia de A. marginale, los ovinos
y ciervos son refractarios a la infecciéon (Kreier y Ristic, 1963c). Estudios de
inmunidad cruzada entre A. marginale y P. caudatum, mostraron que terneros
inmunes a A. marginale no lo eran a la infeccién con P. caudatum. A pesar de que
existen algunas diferencias antigénicas con A. marginale no parece que sean tan
marcadas como para ser considerado como nueva especie, por lo tanto no ha sido
aceptada como una especie diferente, en consecuencia en este trabajo se
considerard como una variante morfolégica de A. marginale.

lll. TRANSMISION
Babesiosis
Agente Vector Estadio
B. bovis B. microplus Larva
B. bigemina B. microplus Ninfa/adultos
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La babesiosis es transmitida en la naturaleza exclusivamente por garrapatas. La
transmisién transplacentaria o infeccion iatrogénica tienen poca o ninguna impor-
tancia epidemiologica. El desarrollo y transmision de B. bovis y B. bigemina fue
estudiado por Rosembusch y Gonzalez (1924), Rosembusch (1927), Riek (1964,
1966) y revisado por Friedhoff y Smith (1981).

Enla Argentina, la garrapata comun del bovino, Boophilus microplus, es el inico
vector reconocido. El drea de distribucion esta situada, aproximadamente, al norte
delparalelo 30 lat. Sur. La superficie infestada es de alrededor de 613.300 km2 con
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una poblacién ganadera estimada en 10.000.000 de bovinos, aproximadamente el
18% del stock nacional.

El ciclo de Babesia dentro de la garrapata comienza cuando ésta ingiere sangre
infectada de un animal portador. Callow (1968) observé que la infeccion de la
garrapata con B. bigemina se produce durante la etapa de ingurgitacién, en las
ultimas 16-24 horas antes de abandonar el huésped y se presume que algo similar
puede ocurrir con B. bovis.

Posteriormente, y luego de un complicado ciclo, las babesias se reproducen
sexualmente (gametogonia) en la luz def intestino, los cigotos invaden la pared
intestinal; luego inician ciclos de muitiple fision en varios érganos de la garrapata
y llegan al ovario a través de la hemolinfa. Seguidamente, se introducen en los
huevos antes que se recubran con una membrana de quitina e invaden las células
del intestino del embrién.

La transmisién transovarial de B. bigemina se inicia a las 80-96 horas post-
repleccion (Friedhoff and Smith, 1981). Riek (1964) observé kinetos en hemolinfa
a partir de las 72 horas. Esto significa que los huevos infectados con B. bigemina
aparecen después gue la garrapata ha depositado entre el 13-53% del total de la
puesta. Cafrune (1993) estudio la dinamica de infeccién de huevos de B. microplus
por B. bovis y observd que durante las primeras 72 horas de aove los huevos no
presentaban infeccion.

La multiplicacion de Babesia en huevos y larvas en desarrollo fue descripto por
Rosembusch y Gonzalez (1924), Rosembusch, (1927) y Riek (1964, 1966). Los
kinetos ingresan alas células del epitelio intestinal y se dividen por fisién originando
numerosas celulas hijas que se distribuyen en la hemolinfa de la larva emergente.

Cuando la larva sube vy se fija al bovino, los kinetos se dirigen a la glandula salival,
invaden las células epiteliales y se vuelven a dividir porfision dandolugaranumerosas
formas infectantes que ingresan alhuésped junto conlasaliva, através de la picadura.

La infeccion del bovino con B. bovis se produce a los 2-3 dias después de la
picadura (Riek, 1966). Las larvas pierden la infeccién por B. bovis {pero retienen
la de B. bigemina) una vez que la transmisién se ha producido, en consecuencia,
las ninfas y adultos que se originan de esas larvas no estaran infectadas con B.
bovis (Mahoney y Mirre, 1979).

Babesia bigemina es transmitida entre 8-10 dias después de adherida Ia larva,
es decir, cuando alcanza el estadio de ninfa (Riek, 1964) o bien en estadios
posteriores (Guglielmone et al, 1981). Estas condiciones fueron utilizadas con
éxito para el aislamiento de cepas puras de B. bovisy B. bigemina con diferentes
estadios de Boophilus microplus (Mahoney y Mirre, 1974; Dalgliesh et al, 1978;
Guglielmone et al, 1981; Dalgliesh y Stewart, 1983).

Después de ingresar al eritrocito, unica célula que parasita en el bovino, la tipica
Babesia se multiplica y origina dos células hijas, las cuales incorporan todo el
citoplasma de la célula madre. Las células hijas tienen forma piriforme y se las
denomina merozoitos. Los merozoitos permanecen dentro de los eritrocitos y no
producen pigmentos o depdsitos de hierro ni dejan restos celulares. Este tipo de
reproduccién asexual (merogonia) continta en forma indefinida en el huésped
hasta tanto esterilice la infeccién.
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Anaplasmosis

Agente Vector Transmision
* Insectos hematdéfagos Mecanica
Anaplasma * Hombre Mecanica
* Garrapata Transestadial

La anaplasmosis presenta una dinamica de transmision mas compleja que la
babesiosis y en muchos aspectos menos conocida. A. marginale es transmitido
ciclicamente por algunos géneros de garrapatas y en forma mecanica por la
picadura de insectos hematdéfagos y el hombre.

La distribucién geografica de la enfermedad en nuestro pais es de alrededor de
1.000.000 de kmZ2 en los que se encuentran 22.600.000 bovinos, equivalentes a un
35% de la poblacion del pafs.

Lasituacion referente ala aparicion de brotes en el campo, en regiones tropicales
y subtropicales, no esta totalmente aclarada porque no existe informacién comple-
ta respecto de sus transmisores, formas de transmision, vectores y reservorios.

En realidad, las garrapatas desempefian un rol importante en la transmision de
la anaplasmosis, sin embargo la magnitud del mismo debe ser cuidadosamente
examinado de acuerdo al género.

Dermacentor es uno de los géneros donde se realizaron avances sustanciales
acerca del estudio del desarrollo y transmisién de A. marginale. Esta garrapata no
esta presente en la Argentina y sélo es importante para América del Norte.

Kocan et al (1980a, b) demostraron la presencia de A. marginale en las células
epiteliales del intestino de ninfas repletas y adultas de D. andersoniy D. variabilis;
también comprobaron la presencia de Anaplasma con apéndice en el intestino de
ninfas de D. andersoni {(Kocan et al, 1984).

Otro hallazgo significativo fue la determinacion de las caracteristicas morfologi-
cas de las colonias de A. marginale en las glandulas salivales de D. andersoni, D.
variabilisy D. occidentalis (Stiller et al, 1989). En Sudafrica, Potgieter et al(1983)
observaron colonias de A. marginale en elintestino medio de Riphicephalus simus.

Todos estos estudios condujeron a clarificarlaforma de transmision de Anaplasma
por Dermacentor sp. Se comprobd la existencia de transmision transestadial en D.
andersoni'y D. variabilis (Kocan et al 1980b; 1981); intraestadial por machos de D.
albipictus y D. occidentalis (Stiller y Johnson, 1983) pero no pudo demostrarse la
existencia de transmisién transovarial en D. andersoniy D. variabilis (Kocan et al
1981; Stich et a/1989). También es importante sefalar que no todos los aislamientos
de A. marginale son transmitidos. por Dermacentor sp. (Kocan ef al 1984).

El hecho de que no se haya podido demostrar transmisién transovarial sin dudas
reduce en parte laimportancia de este género en la epidemiologia de la enfermedad.

Este tipo de investigaciones aun no se han llevado a cabo en Boophilus a pesar
de su amplia distribuciéon mundial y reconocida importancia econdémica. En nuestro
pais Boophilus microplus es la especie mas importante que poseemos. A esta
garrapata se la ha incriminado como un transmisor de suma importancia, sin

143
7 de 54




Sitio Argentino de Produccion Animal
VANZINI, V. R.y RAMIREZ, L. M.

embargo, debe tenerse presente que Boophilus es una garrapata de un solo
huésped, lo cual significa que todas las etapas de desarrollo (larva, ninfa, aduito)
ocurren sobre el mismo animal, de manera que deberia transmitir Anaplasma por
via transovarial.

La transmision transovarica de Anaplasma en Boophilus ha sido senalada por
muy pocos autores (Theiler, 1912; Rosembusch y Gonzalez, 1924). Contrariamen-
te, son numerosos los trabajos que indican que la transmisién transovarica no se -
produce en este género de garrapata (Lignieres, 1920; Gémez de Farias, 1928;
Connel y Hall, 1972; Leatch, 1973; Thompson y Roa, 1978; Samish et a/, 1986).

Se ha comprobado la existencia de transmision transestadial (Potgieter, 1981;
Samish et a/ 1986; Dalgliesh y Stewart, 1983) e intraestadial (Potgieter, 1979). Por
ser Boophilus una garrapata de un solo huésped este tipo de transmisién careceria
de importancia, sin embargo, se ha demostrado que si los animales son manteni-
dos bajo condiciones de confinamiento en establos, se transfieren garrapatas de
un animal aotro (Connelly Hall, 1972), pero se desconoce si este fendmeno ocurre
y en qué magnitud, bajo condiciones de campo.

Con respecto a esto ultimo Guglielmone y Mangold (en prensa) observaron
durante ocho dias la transferencia de B. microplus en bovinos mantenidos bajo
condiciones de campo en INTA-Salta. Los autores ubicaron 11 novillos Holando
Argentino infestados naturalmente con B. microplus (4.950 hembras en los 11
animales) junto con 6 no infestados en un potrero de 17 ha (1 animal/ha). Como
resultado se observé que 5 novillos continuaron libres de garrapata y sélo 1 mostré
una hembra. Estos resultados nos lleva a pensar que el fenémeno de transferencia
de Boophilus microplus entre bovinos no es tan frecuente bajo condiciones de
campo, pero sin dudas es indispensable realizar mas estudios y colectar informa-
cion para determinar la importancia, si es que tiene alguna, de B. microplus en la
epizootiologia de A. marginale.

Durante un afio Rios et al (1990) estudiaron la relacion entre la proporcién de
reactores seroldgicos, la parasitemia por A. marginale y la infestacién por B.
microplus en terneros de dos establecimientos adyacentes, uno de los cuaies
presentaba infestacidon por garrapata en la mayoria de los meses del afio, mientras
que en el otro se observaban infestaciones esporadicamente. La tasa de reactores
y la parasitemia no estuvo relacionado con la infestacion de B. rmicroplus.

El rol de Boophilus en la transmisién de la anaplasmosis todavia no ha sido
aclarado y es evidente que existen otros medios tan o mas importantes razén por
la cual la enfermedad se extiende hasta el sur de Entre Rios (34 °S), Santa Fe (32
28) y Cérdoba (31 2S), donde la garrapata no esté presente.

Existen numerosas evidencias experimentales y epidemioldgicas que confirman
que los dipteros hemat6fagos son importantes transmisores de la’ anaplasmosis
(Sanborn et al, 1930; Stiles, 1946). En los Estados Unidos de América, Howell et a/
(1940) sefalaron que siete especies de tdbanos fueron capaces de transmitir la
anaplasmosis experimentaimente: Tabanus sulcifrons, T. venustus, T. equalis, T.
erythraeus, T. americanus, T. oklahomensisy T. avactor. Sanders (1933) sefialéa T.
fumipennis como vector y Morris et a/ (1936) transmitié la enfermedad con T. atratus.

Howell et al (1941) sehalaron que se requieren pocas picaduras para lograr la
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transmisién si el animal esta en faz aguda de la infeccién, es decir, con alta
parasistemia. También observaron que no debian transcurrirmas de cinco minutos
entre la picadura a un bovino infectado y el susceptible. Mas recientemente
(Hawkins et al, 1982) informaron que Tabanus fue capaz de transmitir A. marginale
hasta dos horas después de haber picado a un animal infectado y sugirieron la
posibilidad de que la infeccion se pueda diseminar a distancias mayores a las
consideradas normalmente.

La transmision por insectos hematéfagos se efectiia en forma mecanica, es
decir, mediante la transferencia de glébulos rojos infectados a un animal suscep-
tible. La transferencia debe tener lugar en unos pocos minutos, es decir, mientras
la sangre permanece fresca en el aparato bucal del diptero (Ristic, 1968). Las
especies mas eficientes son T. abactory T. sulcifrons, quienes atacan inmediata-
mente después que se le interrumpe la alimentacion (Howell, 1957).

Howell et al (1940) fueron los primeros en demostrar la transmisiéon por mosqui-
tos. Utilizando mosquitos Psorophora columbia y P. ciliata lograron transmitir la
enfermedad. En un segundo experimento donde ademas utilizaron Aedes aegypti
también obtuvieron resultado positivo.

Existen otros dipteros que pueden ser considerados como potenciales transmi-
sores en funcion de su condicidon de hematofagos, dentro de elos Stomoxyssp. v
Haematobia irritans (Howell, 1957). Sanders (1933) observd transmision en
animales con Stomoxys calcitrans.

La probabilidad de transmisién de la anaplasmosis por dipteros hematéfagos, los
cuales actuan como simples vectores mecanicos, esta influenciada por la proximi-
dad de animales infectados y susceptibles, la poblacion de insectos y la capacidad
transmisora del mismo (Ristic, 1968). También debe considerarse que por la
escasa cantidad de glébulos rojos que puede transferir un diptero en su aparato
sucto-picador, la proporcién de eritrocitos infectados del portador tiene relacién
con la probabilidad de transmisién.

La importancia del hombre como vehl'culo de laanaplasmosis fue sefalada hace
mucho tiempo (Rees, 1930). Este tipo de transmisiéon es mecanica y se produce
durante la realizacion de tareas donde se utiliza instrumental con el que se puede
transferir sangre de un animal infectado a otro susceptible. Existen algunas tareas
que por el volumen de sangre presente adquieren relevancia en la transmision. El
descornado (Stiles, 1936, 1946; Hilts, 1938; Moe et al, 1940) es una practica donde
se produce abundante perdida de sangre, lo cual favorece la transmisién. Otros
procedimientos importantes son la castracion, sefialado en las orejas con pinzas
y la sujecién de animales mediante el uso de mochetas (Stiles, 1946). La
transmisién mediante agujas contaminadas con sangre de animales enfermos o
portadores fue demostrada por Rees (1930). Este tipo de transmision adquiere
importancia especialmente en el area endémica dedicada a la cria de bovinos
donde las préacticas de vacunaciones o desparasitado se realizan en un elevado
numero de animales sin que se tome la precaucion de desinfectar las agujas entre
animales. En tal sentido hemos observado en un establecimiento la aparicidon de
casos 40-60 dias después de la vacunacion antiaftosa tres afios consecutivos.

Otra forma de transmisién de la anaplasmosis es la transplacentaria. Este tipo
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de transmision vertical ha sido observada en varias oportunidades (Zaugg y
Kuttler, 1984; Zaugg, 1985; Norton et al, 1983). Su implicancia en la epidemiologia
de la enfermedad todavia no se la conoce con precision, aungue es probable que
sea una forma de transmision importante (Potgieter y Van Rensburg, 1987).

Swift y Paumer (1976) observaron que A. marginale traspas¢ placenta en 2/5
(40%) de las hembras inoculadas con sangre de un portador en el ultimo trimestre
de gestacién. Posteriormente, Swift et al (1978) inocularon 12 hembras en el
segundo trimestre pero todos los terneros nacidos fueron seronegativos, lo cual les
hizo suponer que la transmisién no ocurre en todas las etapas de la gestacién. Por
el contrario, Potgieter y Van Rensburg (1987) observaron que vacas portadoras
crénicas o con infecciones primarias durante el 12, 22 o 3° trimestre de gestacién
parieron terneros infectados (15,6% de incidencia sobre 77 terneros).

Lo presentado sobre transmisién de la anaplasmosis intenta reflejar que no es
acertado considerar a Boophilus microplus como el transmisor mas importante, por
lo menos enla Argentinay prueba de ello es que la enfermedad se extiende mucho
mas al sur del area infestada. Si bien en un estudio serolégico realizado en el
noroeste argentino, Habich y col. (1982) observaron una estrecha relacién entre
la prevalencia de reactores a B. bovis y A. marginale es muy probable que otros
vectores (insectos hematofagos), que tienen una estacionalidad similar a Booph-
ilus, estén actuando conjuntamente.

IV. SINDROME CLINICO

Los tres agentes son anemizantes, cursan con hipertermia e ictericia. Por lo
general afectan a animales mayores de seis meses de edad, se la observa con
mayor frecuencia en animales mayores de un ano de edad. La gravedad de la
infeccién aumenta con la edad del animal. Las hembras prefiadas abortan
frecuentemente.

Babesiosis

El periodo prepatente (tiempo transcurrido entre la inoculacidn y observacion de
parasitos en sangre) para B. bovis oscila entre 6 a 15 dias luego de la infestacién
con larvas infectadas de B. microplus (Riek, 1966; Mahoney, 1977). Uno de los
signos iniciales que se observa en muchos casos de babesiosis es que el animal
se aisla del rodeo y busca la sombra. La fiebre aparece temprano y la temperatura
suele serelevada, 41°C o mas (especialmente cuando la infeccién es por B. bovis).

Normalmente no se observa hemogiobinuria eninfecciones por B. bovisy laanemia
no es tan marcada. Haciendo un examen mas profundo se puede observar ictericia
la cual no es muy evidente. Babesia bovis se localiza con mayor frecuencia en
pequerios capilares de varios 6rganos, entre otros, cerebro, cerebelo, rifidn y misculo
cardiaco; donde los eritrocitos infectados se aglomeran y producen un verdadero
bloqueo de los mismos (Wright y Goodger, 1988). Es comun observar agresividad
marcada, ataxia, trastornos del equilibrio e incoordinacion (Vanzini, obs. pers.).
Generalmente la babesiosis cerebral es irreversible y no responde al tratamiento.
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Otros signos son anorexia, depresién, aumento de la frecuencia respiratoria,
cese de larumiacion. Los animales en estado avanzado de la enfermedad son muy
susceptibles al “stress” y a veces se desploman y mueren mientras se los conduce
acorrales o cuando los enlazan en el campo. Los animales adultos gordos son mas
propensos a morir que los flacos.

En infecciones por B. bigemina el periodo prepatente es de unos 15 dias
(Guglielmone et al, 1981). La hemoglobinuria constituye uno de los rasgos mas
caracteristicos y en los bovinos enfermos se observa una intensa anemia. La
elevacion de la temperatura no es tan marcada como en infecciones por B. bovis
y no se observan sintomas nerviosos.

Aun cuando parezca sencillo diferenciar por medio de la sintomatologia una
infeccion por B. bovis o B. bigemina, la identificacion precisa del agente causal se
" realiza en el laboratorio a través del examen microscépico de extendidos de
sangre. En ocasiones las infecciones son mixtas.

Anaplasmosis

El perfodo de incubacién dependera de la cantidad de Anaplasma que ingresa
al animal, pero siempre es mas largo que la babesiosis y oscila entre 3-4 o0 mas
semanas (Ristic, 1968). Sanborn et al (1932) observé periodos de 30-73 dias en
transmisiones realizadas con Tabanus. La temperatura rectal se eleva mas
‘lentamente que en babesiosis, pero suele superar los 40.5°C y la enfermedad
clinica es mas prolongada y se extiende por un lapso de 10-21 dias. La anemia es
muy pronunciaday alcanza su maxima expresion entre los 7-10 dias de observado
Anaplasma en extendidos de sangre. Es comun observar valores de volumen
globular inferiores al 10%. La depresién y anorexia se van intensificando a medida
que laenfermedad progresa. En las mucosas se advierte ictericia y palidez intensa
después de la etapa aguda. No hay hemoglobinuria pero la orina frecuentemente
presenta color marrén, debido a la presencia de pigmentos biliares. La coprostasia
es bastante frecuente.

Los animales afectados son a menudo irritables y tienden a atacar. También se
observa un marcado desmejoramiento con pérdidas de peso de hasta 50 kg. Las
vacas gestantes frecuentemente abortan.

En sintesis, podria definirse a una infeccion por B. bovis a ia que cursa con
sintomas nerviosos y moderada anemia; una por B. bigemina cuando hay
hemoglobinuria, intensa anemia sin sintomas nerviosos y por A. marginale cuando
hay anemia, coprostasia e ictericia sin hemoglobinuria.

V. HALLAZGOS POST-MORTEM
Babesiosis

En casos agudos hay ictericia, el bazo aparece agrandado (esplenomegalia) y
de consistencia pulposa, especialmente en infecciones por B. bovis. Los rifiones
aparecen congestivos. Se observan petequias en epi y endocardio. La sangre
usualmente es anémica.
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Las meninges, cerebro y cerebelo aparecen muy congestionados en infecciones
por B. bovis, pero no en las de B. bigemina. En infecciones por B. bigemina lo comin
es encontrar la vejiga repleta de orina rojo-oscura, por la presencia de hemoglobina;
en infecciones por B. bovis este Uitimo hallazgo no es comun de observar.

Anaplasmosis

Los hallazgos mas evidentes consisten en adelgazamiento, ictericia y palidez de
los tejidos. La sangre presenta un color rojo claro debido a la intensa anemia. El
bazo agrandado, aungue no tan blando como ocurre en babesiosis. Hay hepato-
megalia y el higado suele presentar un color anaranjado, la vesicula biliar aparece
repleta y la bilis espesa, con grumos. Ocasionalmente, la orina es mas oscura
debido a los pigmentos biliares. A diferencia de babesiosis no se observa
congestion de la masa encefalica ni hemoglobinuria.

VI. DIAGNOSTICO

El examen de extendidos de sangre constituye el método mas preciso para el
diagnéstico de babesiosis y/o anaplasmosis. Una vez realizado el diagnéstico
clinico, el profesional puede tratar a los animales pero debe necesariamente
confirmar y determinar por microscopia qué agente (s) esta (n) actuando, para
luego poder tomar las medidas de control mas apropiadas. Se requiere la
obtencién de sangre periférica para realizar los extendidos, que puede extraerse
por puncién de la punta de la cola u oreja.

Toma de muestras

Animal vivo * Extendidos de sangre Finos

- Gruesos

Animal muerto * Extendidos de sangre Finos
(cola-oreja-extremidades) Gruesos

* Improntas de: rifién, musculo
cardiaco, bazo, higado,
cerebro/cerebelo (materia gris)

Animal en * Extendidos de sangre Finos
recuperacion * Suero Gruesos

En animales en estado de putrefaccién a veces se puede extraer una muestra
de sangre cortando los musculos flexores o el rodete coronario. En varias
oportunioades se logré diagnosticar babesiosis y anaplasmosis a partir de material
extraido de los vasos sanguineos de metatarso y metacarpo, enviados para
diagndstico de carbuncio (Vanzini, obs. pers.).

Se puede evitarla apertura de la cabeza para efectuar extendidos de materia gris
tomando la muestra a través del agujero occipital (Hadani ef al, 1982); este método
debe ser elegido en las zonas donde esta presente la rabia paresiante.

En infecciones por A. marginale, es comun que el volumen giobular sea inferior
al 10% y debido a a escasa cantidad de glébulos rojos en cada campo microsco-
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pico resulta dificil determinar el nivel de parasitemia; resulta dtil centrifugar una
muestra de sangre Yy luego extraer una alicuota del paquete globular con una pipeta
Pasteur para hacer el frotis.

Interpretacién de los resultados

Mediante la observacion microscépica (100 x, inmersion) de extendidos de
sangre tefidos con colorante de Giemsa, es posible reconocer y diferenciar a los
agentes causales de la “Tristeza de los bovinos”; sin embargo, la sola presencia
de los mismos no siempre es indicativo de enfermedad, porque en los animales
portadores crénicos ocasionalmente puede observarse parasitos pero de ninguna
manera significa que estén enfermos.

Para realizar un diagnéstico preciso es muy importante que se correlacionen los
datos anamnésicos, diagnéstico clinico y los resultados de los analisis hematol6-
gicos (volumen globular y extendidos de sangre).

En caso de hallar parasitos en sangre es importante determinar la proporcion
aproximada de eritrocitos infectados (El) para asociarlos como causal de enferme-
dad. El nivel de parasitemia durante la fase clinica de la infeccién guarda relacién
con la especie de Babesia. En infecciones por B. bovis, de gravedad leve a
moderada, la parasitemia oscila entre 0,01% a 0,2% y hasta el 1% en el caso de
B. bigemina (Mahoney, 1977). Para la interpretaciéon de los resultados de la
observacién de extendidos de sangre se sugiere utilizar el siguiente criterio:

Animal vivo * B. bovis Parasitemia superior al 0,2% de El
en frotis finos.
* B. bigemina Parasitemia superior al 1% de El en
frotis finos.
* A. marginale Parasitemia superior al 3% de El en
frotis finos.
Animal muerto * B. bovis Presencia de parasitos en frotis de

sangre. Acumulo de parasitos en ca-
pilares de érganos. Frotis corteza
cerebro o cerebelo.

* B. bigemina . Porcentaje superior al 1% de El en
frotis finos.
* A. marginale ! Mas del 3% de El en frotis finos.

1 En ocasiones puede observarse una parasitemia inferior al 3% por la anemia extrema (hematocrito
< 10%). Esto se debe a la destruccion de eritrocitos infectados y no infectados como consecuencia de
un fenémeno de autoinmunidad.

Diagnostico diferencial con otras enfermedades

La infeccidn por B. bovis suele ir acompafiada de una agresividad inusual en el
animal y puede ser confundida con rabia paresiante. Se aconseja realizar exten-
didos de materia gris obteniendo material a través del agujero occipital para evitar
la apertura de la cabeza.

También se observa confusién en casos de carbunclo, porque cuando identifican
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a los enfermos mueren pronto o no responden al tratamiento especifico. La falta
de respuesta terapéutica es frecuente en el caso de babesiosis cerebral. £n
animales muertos por B. bovis, el bazo suele presentar una coloracién oscura y
aparece reblandecido. En varias oportunidades en el laboratorio se diagnosticé
babesiosis a partir de sangre obtenida de capilares de los huesos largos (metatar-
s0 0 metacarpo) remitidos para diagndstico de carbunclo.

La leptospirosis también provoca hemogiobinuria aunque generalmente va
acompanada de abortos en adultos y muertes en terneros. Se la observa con
bastante frecuencia en e! Noreste Argentino (NEA). La hemoglobinuria bacilar
tiene relacién con infestaciones por Fasciola hepdtica que pueden generar
condiciones favorables para el desarrollo de esta enfermedad.

Botulismo bovino (Mai del Aguapey), enfermedad frecuente en el NEA, caracte-
rizada por debilidad en miembros posteriores y posteriormente paralisis. No se
observa hipertermia. En el inicio el cuadro es confundido con anaplasmosis.

La deficiencia de cobre produce anemia, pero no se observa hipertermia ni
ictericia. El pelaje aparece despigmentado.

VIl. TRATAMIENTO

El éxito en el tratamiento de casos clinicos de babesiosis 0 anaplasmosis se basa
en la rapidez del diagndstico e inmediata administracion de un tratamiento especifico
para controlar la multiplicacion de los agentes. Es importante tener presente que bajo
condiciones de produccién extensiva es preciso que toda lamedicacion que se desee
aplicar se administre en una sola oportunidad porque la excitacion que se produce al
sujetar a los animales puede provocarle una crisis cardiaca y la muerte del mismo; en
consecuencia, debe evitarse el traslado a corrales para el tratamiento o encerrarlo al
dia siguiente para administrar mas medicamentos.

Babesiosis

Un elevado numero de compuestos quimicos fueron utilizados para el tratamien-
to de la babesiosis, con variado suceso, dependiendo de la especie de Babesiay
la tolerancia del animal.

Ademas de un compuesto babesicida siempre debe considerarse la posibilidad
de administrar un tratamiento de apoyo, incluyendo vitaminas del complejo B y
hierro, para estimular a la hematopoyesis.

Latranstusidn de sangre es de utilidad para mejorar rapidamente la oxigenacion
de los tejidos a través de una inmediata reposicién de eritrocitos funcionales, pero
es una técnica limitada a unos pocos animales y de dificil ejecucion bajo condicio-
nes de campo, en consecuencia se justifica sélo en animales de alta calidad y/o
productividad. En animales de dificil manejo no es aconsejable porque la excita-
cion que se produce al sujetarlo lo puede conducir a la muerte del mismo.

La sangre a transfundir debe obtenerse de animales sanos para evitar la transmi-
sién de enfermedades y debe recogerse en recipientes estériles con citrato de sodio
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como anticoagulante o solucién ACD (acido citrico, citrato de sodio y dextrosa), que
permite preservarla por varios dias en heladera a 2-8 °C. En casos severos se han
obtenido buenos resultados administrando 1 litro de sangre cada 50 kg de peso, hasta
un maximo de 8 litros, ademas del tratamiento especifico (O’'Neil, 1979).

Si el tratamiento especifico es administrado en la fase inicial de la enfermedad,
como regla general, la mayoria de los animales se recuperan, pero si el animal
presenta sintomas nerviosos (B. bovis), generaimente es refractario al tratamien-
to. Silos animales son dificiles de manejar por su temperamento, es conveniente
que se realice un tratamiento con productos muy activos y dosis elevadas porque
en algunas ocasiones la excitacién que produce el enlazado o transito a la manga
le producen un shock que lleva a la muerte.

El tratamiento especifico de la babesiosis esta generalmente dirigido a moderar
los sintomas clinicos: fiebre, hemoglobinuria y anemia asociado con alta parasite-
mia. Algunos componentes son tan efectivos y especificos que una sola dosis
puede eliminar totalmente al agente causal, pero la esterilizacion del animal puede
ser indeseable. Callow et al (1974a) esterilizaron animales con infectados con B.
bovis y observaron diferencias en la inmunidad estéril en funcién del tiempo de
duracion de la infeccion. Si el tratamiento elimina la infeccién en el curso inicial la
inmunidad estéril es menos intensa. Después de la esterilizacién el animal va
perdiendo la inmunidad y se vuelve susceptible progresivamente. El tratamiento
debe estardirigido a controlar la infeccién, permitir la supervivencia de unos pocos
parasitos y establecer una infeccion crénica (Mahoney, 1977).

Existen varios compuestos quimicos para el tratamiento de la babesiosis, pero
en nuestro pais actualmente hay sélo dos compuestos disponibles en el mercado:
diminazene e imidocarbo.

El diminazene (4,4’ diamidinodiazoaminobenceno diaceturato) integra el grupo
de compuestos conocidos como diamidinas. Este grupo también tiene accién
sobre tripanosomas. Actua directamente sobre el &cido nucleico al cual le distor-
siona la estructura helicoidal (Aliu, 1983).

La dosis indicada es de 3-3,5 mg/kg de peso via intramuscular. Sobre B. bigemina
es muy activa aun en dosis menores de 1 mg/kg (FAO, 1988). Ocasionalmente puede
esterilizar infecciones por B. bigemina a la dosis indicada de 3,5 mg/kg, pero esta
accién no es constante aun en dosis de 5 mg/kg de peso (Uilemberg, 1970).

La actividad sobre B. bovis es menor pero la dosis de 3,5 mg/kg de peso cura
cerca del 90% de los casos.

Segun las experiencias recopiladas en el laboratorio de sanidad animal de INTA
Mercedes, en bovinos bajo condiciones de produccién extensiva es aconsejable
administrar 5 mg/kg de peso en una sola oportunidad, porque es muy dificil
localizar al animal para administrar una segunda dosis. El margen terapéutico de
esta droga es muy amplio y es bien tolerado por el bovino a la dosis de 20 mg/kg
sin efectos colaterales (Denning, 1974).

El imidocarbo (3,3 bis [2-imidazolin-2-L] carbanilida) es uno de los productos
mas recientes y ha demostrado ser muy efectivo contra Babesia sp, tanto como
agente terapéutico o profilactico. El modo de accion no esta debidamente aclara-
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do, pero se sabe que actua directamente sobre el parasito, produciendo una
vacuolizacion del citoplasma y cariorrexis en el ntcleo (Aliu, 1983).

En nuestro pais se comercializa como sal de dipropionato al 12% y la dosis
recomendada es de 1,2 mg/kg de peso. Al igual que el diminazene esta droga es
mas activa contra B. bigemina que contra B. bovis. Se ha observado que puede
esterilizar infecciones de B. bigemina a la dosis de 0,6 mg/kg y B. bovis a 2 mg/kg
(Callow y McGregor, 1970).

Administrado juntamente con una cepa vacunal de B. bovises capaz de controlar
la infeccidn con una dosis de 0,15 mg/kg y esterilizarla con 0,3 mg/kg (Taylor y
McHardy, 1979). Inoculado junto a una cepa atenuada de B. bigemina se logré el
control con 0,025 mg/kg y la esterilizacién con 0,05 mg/kg (FAO, 1988).

Utilizado a las dosis indicadas por via intramuscular o subcutanea es bien tolerado
por el bovino. Se han observado signos de toxicidad a partir de 3-5 mg/kg de peso.
Las reacciones mas comunes son salivacion, lagrimeo, descarga nasal serosa y
diarrea. Estas reacciones colaterales pueden ser evitadas administrando atropina.

Elimidocarbo no es metabolizado por el organismo y su eliminacién es muy lenta, por
lo tanto los residuos permanecen en los tejidos por mucho tiempo. Para el ganado de
carne se debe evitar faenar los animales antes de transcurridas 4 semanas postrata-
miento. Tampoco debe ser utilizado en ganado lechero cuya produccion esté destinada
a la industrializacion o consumo humano porque se elimina por leche (FAQO, 1988).

Resumiendo, el diminazene tiene rapida y efectiva accioén contra B. bigemina 'y
adecuada actividad contra B. bovis a la dosis normal. Ocasionalmente puede
esterilizar B. bigemina en algun animal a la dosis indicada de 3,5 mg/kg. Bajo
condiciones de produccién extensiva es recomendable utilizar una dosis Unica de
5 mg/kg porrazones de manejo de los animales. El imidocarbo es muy activo contra
las dos babesias que afectan al bovino y utilizado en la forma indicada no presenta
signos de toxicidad. Siempre debe considerarse la posibilidad de esterilizacion de
la infeccidn por Babesia, 1o cual en ocasiones puede serindeseable. Su utilizacion
presenta restricciones desde el punto de vista de la salud publica por la persisten-
cia de residuos en los tejidos.

Tetraciclinas. Jansen (1953) sugirié que las tetraciclinas tenfan efecto en el
tratamiento de la babesiosis equina por B. equi. En nuestro pafs, Ibafez etal/(1978)
lograron la remisién de sintomas en casos clinicos de babesiosis, en equinos con
oxitetraciclina, aunque no aclararon la especie de Babesia involucrada. Kuttler
(1981) observé que terneros que ingirieron clortetraciclina (11 mg/kg/dia) fueron
refractarios a la infeccién por inoculacién de B. bigemina; sin embargo, no fue
efectiva para el tratamiento de babesiosis aguda. Similares observaciones sobre
inhibicidon del desarrollo utilizando oxitetraciclina de accién prolongada (LA) fueron
observadas en B. divergens (Taylor et al, 1986) y B. bovis (Purnell y Van der
Merwe, 1983; Pipano et al, 1985a-b; 1987; Vanzini et al, 1988). Si bien las
tetraciclinas inhiben e! desarrollo de B. bovis y B. bigemina, en ningun caso
reemplazan a los tratamientos especificos citados mas arriba.

Anaplasmosis

Por muchos afos las tetraciclinas fueron el Unico tratamiento efectivo contra A.
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marginale, pero hace unos afios también se ha sumado el imidocarbo.

Simpson (1975) observd que la oxitetraciclina altera la membrana que rodea a
los corpusculos iniciales de A. marginaley agfutina las nucleoproteinas. Se sugiere
que estas alteraciones se deben a ia accidn inhibitoria de la sintesis de proteinas.

Al igual que en babesiosis, los tratamientos de apoyo son importantes para
obtener una recuperacién mas o menos rapida del animal, pero se insiste en la
necesidad de realizarlos en el momento de administrar la medicacion especifica
cuando se trabaja con ganado de carne bajo condiciones extensivas. En muchos
casosy debido afaintensa anemia se debe considerarla posibilidad de realizaruna
transfusién de sangre, aunque esta medida esta limitada a animales de valor por
la dificultad de ejecucién.

La dosis indicada de oxitetraciclina es de 10-15 mg/kg 1 a 3dias cuando se utiliza
la formulacion simple (5%, 10%). El desarrolio de la formulaciéon de accién
prolongada (LA) introdujo un cambio en el enfoque terapéutico de las enfermeda-
des, entre ellas la anaplasmosis. La oxitetraciclina de larga accién contiene un
vehiculo organico (2-pirrolidona), que retarda la liberacion del antibiotico. La
presentacion LA ofrece una ventaja apreciable frente a las soluciones simples
porque permite administrar toda la droga en una sola inoculacion, lo cual facilita el
manejo, especialmente en bovinos de carne mantenidos bajo condiciones exten-
sivas, los cuales por el sistema de produccién son mas irritables.

Magonigle et al (1978) y Wilson et al (1979) indicaron que una dosis de 20 mg/
kg IM de oxitetraciclina LA (20%) equivale a 2 dosis de 10 mg/kg y Kuttlery Simpson
(1978) sostienen que corresponde a 3 dosis de 10 mg/kg.

Existen restricciones en el uso de la oxitetraciclina en animales de carne, los
cuales no deben faenarse para consumo humano hasta transcurridos 10 dias,
cuando son tratados con soluciones al 5%, 14 dias con soluciones al 10% y 28 dias
si se utilizé la presentacion de accién prolongada. No debe destinarse a consumo
humano la leche de los 3 dias posteriores al tratamiento con soluciones de
oxitetraciclina at 5% y 10%. Si se utiliza la presentacion de accién prolongada debe
descartarse la leche los 5 dias posteriores al tratamiento.

Elimidocarbo es otro farmaco de utilidad para el tratamiento de la anaplasmosis.
Dosis de 2,5 mg/kg (Roby, 1972) a 3,5 mg/kg (Wilson et al, 1979) resultaron
eficaces para el control de la infeccién en terneros esplenectomizados y vacas,
respectivamente. Cuando se lo administra durante el periodo prepatente no evita
el establecimiento de la infeccion (Roby, 1973).

De la presentacion al 12% de la sal dipropionato presente en el mercado de
nuestro pais, se indica una dosis de 3 mg/kg de peso. Las restricciones de uso y
toxicidad ya fueron citadas precedentemente. Cuando se decide la utilizacion de
esta droga para el tratamiento combinado de babesiosis y anaplasmosis debe
tenerse presente que a la dosificacion indicada de 3 mg/kg se esterilizan las
infecciones por B. bovisy B. bigemina.

Esterilizacién de portadores. Los bovinos que superan la enfermedad perma-
necen como portadores por muchotiempo y constituyen verdaderos reservorios de
la enfermedad.
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La esterilizacion de A. marginale en bovinos de la zona enzoética generalmente
no es deseable, porque la permanencia del microorganismo en el animal garantiza
la persistencia de la inmunidad por largos periodos, pero cuando aparecen casos
clinicos en un area donde la ocurrencia era desconocida siempre debe conside-
rarse la posibilidad de erradicarla.

La primera medida antes de iniciar la erradicacién es obtener informacién
acabada de la prevalencia serolégica del rodeo afectado y de establecimientos
vecinos. Los datos obtenidos permitiran conocer si hubo anaplasmosis, la cual
pudo haber pasado desapercibida por no manifestarse clinicamente, y la propor-
cion de animales infectados.

Otra medida es analizar las posibles causas que ocasionaron la introduccién de
A. marginale para prevenirla en el futuro.

Una vez que se conoce que no existe la enfermedad en la zona y que se puede
evitar la introduccién, se puede decidir sobre la conveniencia de erradicarla.

Cuando no es posible eliminar los portadores, que resultaria una medida simple,
se puede indicar la esterilizacion mediante el uso de farmacos. La oxitetraciclina
de accién prolongada (oxitetraciclina LA), administrada a razén de tres dosis con
3-4 dias de intervalo de 20 mg/kg de peso/IM resulta eficaz para lograr la
esterilizaciéon de A. marginale (Magonigle y Newby, 1982; Swift y Thomas, 1983;
Newby, 1983). Roby et a/ (1978) obtuvieron el mismo resultado aplicando 2,36 4
dosis de 20 mg/kg con 7 dias de intervalo.

En nuestro pais, Anziani y Abdala (1986) eliminaron la infeccion en vacas con 2
dosis separadas por 7 dias.

También se puede esterilizar una infeccién por A. marginale con imidocarbo
administrando 2 dosis de 5 mg/kg de peso con 14 dias de intervalo (Roby y
Mazzola, 1972).

VIil. EPIDEMIOLOGIA

En areas enzodticas bajo condiciones ideales la sola presencia de Boophilus-
Babesia-Bovino, conduce a una situacién de equilibrio, de manera tal que préacti-
camente no ocurren brotes de la enfermedad en los animales nativos. La interre-
lacién entre los integrantes del sistema es compleja y con relativa facilidad puede
alterarse este equilibrio.

Babesia es el componente mas fragil del sistema porque depende de Boophilus
y del bovino para mantenerse en el ambiente; en segundo lugar, esta la garrapata
que depende del bovino para su propagacién (Guglielmone, 1991).

Elhombre no esté exento de responsabilidades en la ruptura del equilibrio enzodtico
porque con la intenciéon permanente de incrementar la productividad, suele aplicar
medidas de manejo que contribuyen a incrementar aun mas el desequilibrio.

]
Factores que condicionan la transmision de Babesia

La transmisién de B. bovis y B. bigemina por la garrapata Boophilus microplus
esta influenciada por numerosos factores. Las alteraciones que puede sufrir el
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ciclo de transmision condicionan la epidemiologia de la enfermedad y guarda
relacion con la aparicion de brotes de la enfermedad.

a)

c)

Algunos de los factores seran analizados a continuacion.

infeccion del huésped vertebrado

La persistencia y la probabilidad de infeccion de los bovinos pueden influir en
la transmisién de Babesia. Los animales que logran recuperarse de una
infeccién primaria adquieren inmunidad contra la enfermedad, pero sufren un
namero variable de recrudescencias con niveles de parasitemia detectables
por microscopia. Aparentemente B. bigemina es mas rapidamente controlada
por el sistema inmunitario que B. bovis. El huésped elimina la infeccién de B.
bigemina aproximadamente a los doce meses y la de B. bovis a los dos 0 mas
anos (Mahoney, 1969). El estado de portador en los bovinos en el area
enzodtica persiste debido alas multiples inoculaciones que reciben através de
la picadura de garrapatas.

En animaies de 6-24 meses de edad criados en zonas enzodticas, la presencia
de parasitos en sangre es casi continua (Mahoney, 1962; Mahoney y Ross,
1972). Esta condicion se deberia a que los animales estan expuestos a cepas
antigénicamente diferentes de Babesia las cuales inducirian pequefios picos
de parasitemia sin provocar sintomas clinicos (Callow, 1964; Curnow, 1973a,
b; Mahoney, 1962, 1977).

En nuestro pais, Aguirre ef al (1990) estudiaron la infeccion natural por B. bovis
y B. bigemina en tres razas diferentes y observaron que los bovinos Nelore
(Bos indicus) mostraron un menor grado de extendidos de sangre positivos
antes y después del destete comparado con bovinos Hereford y Criolla (Bos
faurus). Los autores sugieren que esto estaria relacionado con la resistencia
del ganado Bos indicus a la parasitacién por B. microplus.

temperatura

Es un elemento importante y puede alterar el ciclo de desarrollo de Babesiay
su posterior transmision, tal como lo sugieren numerosos ensayos de labora-
torio. Riek (1964, 1966) observé que temperaturas inferiores a 20°C inhiben
completamente la infeccidén alimentaria y la transmision transovarial de B.
bigeminay B. bovis por B. microplus. En cambio, fueron capaces de sobrevivir
en huevos infectados mantenidos a 20°C y en larvas a 5°C, las cuales
transmitieron la infeccién al huésped vertebrado.

En larvas de Boophilus microplus no alimentadas mantenidas a 14°C durante
tres a cinco semanas y luego expuestas a 37°C, se observé un incremento de
infectividad por B. bovis y en menor medida, con B. bigemina (Dalgliesh y
Stewart, 1976, 1979, 1982). La infeccién en larvas infectadas con B. bovis,
mantenidas a 27°C fue mas baja que en las almacenadas a 14°C (Friedhoff,
1988). Sibien luego de la exposicion a 37°C por 2-3 dias larvas no alimentadas
pasan a ser infectivas, parece que el shock térmico sdlo no es tan efectivo
como combinado con la alimentacién (Dalgliesh y Stewart, 1982).

cepa de garrapala
Riek (1964, 1966), mediante la observacién de la presencia de vermiculos en
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d)

e)

f

a)

Sitio Argentino de Produccion Animal

hemolinfa, observé diferente susceptibilidad a la infeccién con B. bigemina 'y
B. bovis en tres “cepas” de B. microplus. Otra observacion relevante fue que
la “cepa” mas sensible a B. bigemina también lo era a B. bovis.

poder patégeno de Babesia para la garrapata

En ensayos bajo condiciones de laboratorio se ha observado que elevadas
concentraciones de parasitos en la sangre del portador son perjudiciales para
la supervivencia de la garrapata. Riek (1964, 1966) observd que cuando B.
microplusingirié sangre con una parasitemia superior al 5% con B. bovisy 20%
con B. bigemina, un alto porcentaje de teleoginas morian y la hemolinfa
adquiria un color rojizo debido a la perforacion del intestino por los parasitos.
Guglielmone et al (1985) observé un 70% de mortalidad de hembras de B.
microplusdesprendidas de un bovino con 3,5% de parasitemia por B. bigemina
y 1,5% de B. bovis. Los resultados obtenidos por Guglielmone et a/(1989) en
infecciones naturales no son coincidentes con los hallazgos bajo condiciones
de laboratorio porque en esta oportunidad no observaron efectos deletéreos
para la garrapata aun en infecciones severas (21 a 110 kinetos por campo
microscopico de hemolinfa). Los autores sugieren una tolerancia adaptativa
entre Boophilus y Babesia bajo condiciones de campo adquirida a lo largo de

—muchas generaciones. Esta condicion se perderia cuando la cepa de garrapa-
ta es mantenida libre de infeccion bajo condiciones de laboratorio y quizas los
altos porcentajes de mortalidad observados en varios ensayos con cepas de
laboratorio en la naturaleza no ocurran.

edad de la larva

Dalgliesh y Stewart (1979) observaron que B. bovis es viable en larvas de B..
microplus durante 65 dias a 14°C y 95% de humedad relativa ambiente, pero

no por 76 dias. Esto indicaria que bajo ciertas condiciones climaticas las larvas

de B. microplus, aun cuando puedan sobrevivir, son capaces de perder la

infeccion por Babesia después de cierto tiempo.

inmunidad

Callow y Stewart (1978) estudiaron el grado de infestacidén y produccién de
garrapatas B. microplus adultas en bovinos infectados o no con B. bovis. Los
animales infectados produjeron mayor cantidad de garrapatas que los no
infectados. Los autores sugieren que este fendmeno esta asociado a una
inmunosupresioén producida por B. bovis que disminuye la inmunidad contra la
infestacion por B. microplus. Annable y Ward (1974) observaron una disminu-
cién del nivel de complemento sérico en ratas infectadas con B. rodhaini.
Ademas, demostraron la presencia de depdsitos de IgG v ia tercera fraccién
del complemento en el gloméruio renal de los animales infectados. Goodger
et al (1981) también observaron una disminucién del C3, opsoninas y conglu-
tininas en una infeccién aguda por B. bovis.

Hay evidencias de que altas infestaciones por Boophilus microplus o la
inoculacion de extracto de glandulas salivales de esta garrapata, pueden
producir recrudescencias de infecciones por B. bigemina (Hoffman etal, 1971).

razas
Mientras la utilizacion de razas resistentes ofrece una atractiva posibilidad
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h)

para el control bioldgico de la garrapata en areas enzodticas, emergen muchas
preguntas respecto de la relacion B. microplus-Babesia sp. La introduccion de
sangre Brahman (Bos indicus) en rodeos Bos taurus produce una significativa
reduccién del nivel de parasitemia por Babesia comparado con rodeos de
razas britanicas (Aguirre et al, 1990). Bos indicus son mas resistentes que Bos
laurus a la infecciéon por B. bovis (Johnston, 1967; Aguirre ef al, 1990) y la
frecuencia de las recrudescencias de la parasitemia durante la faz crénica de
la infeccion es menor (Mahoney, 1977).

Por otra parte, Bos indicusy sus cruzas también es mas resistente a lainfestacion
por Boophilus (Mangold et al, 1986; Guglielmone et al, 1990). Estudios realizados
con la raza Criolla (Bos taurus), Hereford (Bos taurus) y Nelore (Bos indicus)
mostraron que el 28%, 23% y 8% respectivamente, de las teleoginas obtenidas
estaban infectadas con Babesia (Guglielmone et al, 1989). Todos estos factores
hacen que el nimero de garrapatas infectadas y la probabilidad de infeccién en
ganado Bos indicus sea menor que en ganado Bos taurus, lo cual puede llevar,
en algunos casos, a un desequilibrio enzodtico.

resistencia del bovino a la infestacion por garrapata
Sutherst y Utech (1981) observaron que entre el 74% y 90% de las larvas de

B. microplus que suben a un bovino susceptible no completan su ciclo
parasitario. En el ganado resistente estos porcentajes son aun mas altos y
alcanzan el 94-99%.

El desarrollo de resistencia a la infestacién por garrapatas es un fenémeno
conocido (Hewetson, 1968; Willadsen, 1980). Los bovinos adquieren inmuni-
dad parcial contra la garrapata a través de una exposicién natural prolongada.
Este fendmeno motivé a muchos investigadores a trabajar en busca de una
vacuna contra Boophilus microplus (Agbede y Kamp, 1986; Johnston et al,
1986; Willadsen et al, 1989).

Estabilidad e inestabilidad enzodtica

En funcién de la frecuencia con que se observan casos clinicos en area

enzodtica, es posible dividirla en dos entidades epidemiolégicas diferentes:

1.

Area enzodtica estable. Caracterizada por la presencia de un numero
suficiente de garrapatas que transmiten la infeccién a la mayoria de los bovinos
a edad temprana (gj., antes del afio de edad), cuando todavia son relativamen-
te resistentes. En este caso la prevalencia de infeccién por Babesia en los
animales es elevada y sélo se observan casos clinicos aislados.

Area enzodtica inestable o marginal. Caracterizada por variaciones en la
poblacién de garrapatas entre afios o estaciones que trae como consecuencia
que una elevada proporcion de animales no se infecte durante el periodo de
mayor resistencia y lo hace cuando son adultos. En este caso la probabilidad
de aparicion de brotes es elevada.

Lainestabilidad puede deberse a causas naturales como por ejemplo la situacién

que se observa en los “campos de malezal” en Corrientes los cuales presentan
dificultad de drenaje y campos bajos en Chaco que se inundan con frecuencia. En
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afos con muchas precipitaciones se inundan y la garrapata tiende a desaparecer.
En afios menos lluviosos, cuando no se inundan la poblacion de garrapatas,
aumenta drasticamente con la consecuente aparicion de brotes de babesiosis.

Otro ejemplo de inestabilidad, pero generado por el hombre, es lo que ocurre en los
campos en los que se cultiva arroz. Luego de unos ahos de cultivo se los deja en
reposo para la recuperacién del suelo y se los destina nuevamente a la ganaderia.
El reingreso de la garrapata generaimente va acompafado de brotes de babesiosis.
Este tipo de manejo adquiere relevancia en la zona endémica debido al incremento
del area sembrada en Corrientes y mas recientemente en Formosa.

También se pueden crear zonas marginales reduciendo la pobiacién de garrapatas
con acaricidas a niveles bajos durante meses o afos. Si se abandona o reduce el
control y se deja que vuelva a niveles anteriores es probable que se observen brotes
de babesiosis. Esta situacion es similar a la que ocurre cuando se reinfestan zonas
liberadas de garrapatas por algun accidente durante campanas de erradicacion.

Modelo epidemiolégico para babesiosis

El objetivo de un modelo epidemiolégico es hacer predicciones sobre la inciden-
cia o prevalencia de una enfermedad, a partir de la simulacion de distintas
situaciones biolbgicas. Para arribar a esta instancia se requieren vastos conoci-
mientos epidemioldgicos descriptivos de la enfermedad en cuestion.

El acumulo de conocimientos sobre la interacciéon entre Boophilus-bovino-
Babesia (Mahoney, 1962, 1969; Mahoney y Ross, 1972) permiti6 el desarrolio de
un modelo epidemioldgico para babesiosis a partir del desarrollado por McDonald
(1950a,b) para malaria, el cual parte de ia asuncion de que en una situacién de
enfermedad endémica el riesgo es constante durante un periodo limitado.

Un importante concepto epidemiolégico es la tasa de inoculacién (h). La misma
puede ser definida como la probabilidad diaria que tiene un animal de infectarse
con Babesia (Mahoney y Ross, 1972). Ei conocimiento de este parametro es
esencial para la evaluacion del status epidemioldgico del rodeo y predecir la
probabilidad de ocurrencia de brotes.

La tasa de inoculacién (h) es el producto del promedio de picaduras por dia que
recibe el animal, ia proporcién de larvas infectadas y la proporcion de picaduras
que logran infectar al animal.

h =(m) (a) (b) donde:

m = numero de picaduras que recibe el animal por dia;

a = la proporcién de garrapatas infectadas con Babesia;

b = el numero de picaduras necesarias para infectar al huésped.

Los valores criticos de estas mediciones son el nimero de garrapatas sobre el
animal y la proporcion de garrapatas infectadas. (b) representa la habilidad para
transmitir Babesia y este parametro puede ser influenciado por la resistencia del
hospedador. En Bos taurus es igual a 1; por lo tanto h = (m) (a).

En el modelo desarrollado por Mahoney y Ross (1972) también se prevé el
calculo de la tasa de infeccién en el bovino por medio de pruebas serolégicas.
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Como la prevalencia de reactores es acumulativa a través del tiempo, la proporcién
de animales infectados puede ser expresada como una funcién exponencial:

1=(1-e)t donde:

| = proporcién de animales infectados;
h = tasa de inoculacién;

t = edad promedio en dias;

e = base de In (2.7182818).

Sustituyendo los términos en la ecuacion anterior se puede calcular (h), cono-
ciendo la prevalencia serolégica (1), utilizando la siguiente férmuia:

h=Jn{-)
t
También podria calcularse (a) y (m):

=In(1-l) m=h_
t.m a

a

La determinacién de (a) por calculo no parece adecuado segun puede observar-
se en lainformacion presentada por Mahoney et a/(1981) ya que no siempre existe
concordancia entre lo calculado y io observado, pero, por otra parte, la medicién
directa es una técnica tediosa y poco préactica si se observan los resultados
obtenidos por Mahoney y Mirre (1971), quienes hallaron sélo el 0,04% de larvas
infectadas con B. bovis y el 0,23% con B. bigemina.

Para tener precision, las mediciones deberian realizarse en varias oportunida-
des debido a fluctuaciones estacionales en la poblacidn de garrapatas; otra razén
seria la variacion térmica estacional que, segun trabajos de Dalgliesh y Stewart
(1982), afecta la tasa de infeccion de larvas.

Descartada la posibilidad de determinar (a) en forma directa, una forma mas
apropiada es medir la proporcion de animales infectados (I) a través de la
observacion directa de parasitos en sangre tal como lo sugiri6 Mahoney (1962,
1969) y Mahoney y Ross (1972).

Este método presenta la misma restriccion que la observaciéon de pardasitos en
larvas respecto de su laboriosidad, especialmente cuando la proporcion de bovinos
infectados es baja. Por otra parte, Mahoney y Ross (1972) sugieren la posibilidad de
subestimar la tasa de infeccion real en infestaciones de garrapata leves.

Otra forma de averiguar (!) es determinando la prevalencia seroldgica en los
bovinos mediante técnicas inmunolégicas, obviamente esta metodologiatiene una
clara ventaja respecto de la simplicidad de ejecucién comparado con la observa-
cién directa de extendidos. Es muy importante que el test seroldgico que se utilice
sea capaz de distinguir entre especies de Babesia.
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La inmunofiuorescencia indirecta (IFl) es una prueba adecuada, aunque los
antigenos y sueros controles deben estar estandarizados. Para B. bovis se
considera adecuado utilizar como dilucién predeterminada 1:40 6 1:60. Respecto
de B. bigemina es conveniente utilizar una dilucién superior (1:80 6 1:100) porque
suefen observarse con frecuencia reacciones positivas entre este antigeno y el
suero anti-B. bovis.

Es probable que a corto plazo el test de ELISA que ya esta estandarizado para
B. bovis (T. de Echaide, S. com. pers.) reemplace a la IFl. Los test seroldgicos
deben realizarse en bovinos mayores 3-4 meses de edad, cuando los anticuerpos
calostrales han desaparecido (Mahoney y Ross, 1972).

Interpretacion de los resultados serolégicos

Con la proporcién de reactores serolégicos y la edad promedic de los bovinos se
puede calcular (h) utilizando la férmula:

_-In(1-))
t

h

Los valores de (h) obtenidos permitiran clasificar a los rodeos en tres categorias,
de acuerdo al grado de riesgo de ocurrencia de brotes de babesiosis:

a) estabilidad enzoética. Cuando la tasa de inoculacién es de 0,005 o superior.
Significa que el 75% o0 mas del rodeo se infectara antes de los nueve meses
de edady aproximadamente el 85% o mas antes del afio. Estas infecciones son
generalmente subclinicas e inducen inmunidad duradera que se va renovando
con nuevas picaduras infectantes. De esta manera, sélo una pequefia propor-
cién de animales se infectara a una edad mas avanzada y es poco probable
que se observen brotes.

b) inestabilidad de bajo riesgo. Sila tasa de inoculacién es menor de 0,0005 la
probabilidad de aparicién de brotes es baja, al menos que aumente la
poblacién de vectores. En estos casos la infeccidon por Babesia puede
practicamente desaparecer. En rodeos grandes aunque la proporcion de
casos sea muy baja, puede ocurrir que el nimero justifique desde el punto de
vista econdmico ia implementacion de medidas preventivas como ser la
vacunacion de la reposicion antes del afio de edad (Mahoney y Ross, 1972).

c) inestabilidad con riesgo alto. Con tasas de inoculacion entre 0,0005 y 0,005 la
probabilidad de aparicidn de brotes es elevada. En este caso a los nueve meses
de edad tendremos un porcentaje de bovinos infectados que variara entre el 12%
Y 75% y una elevada proporcién de animales quedaran expuestos a contraer la
infeccién cuya severidad se ira incrementando con la edad de los animales. En
estas condiciones esta plenamente justificado el control de la enfermedad y la
vacunacién es una alternativa simple que da buenos resultados.
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Conociendo la tasa de inoculacién (h) es posible transformarla en niumero de
picaduras por dia que recibe el animal.

Numero de T. Inoc. Porcentaje de infeccién a distintas edades (meses)
picaduras (h) 3 6 9 12 18 24 36 48

1 ¢/4 dias 0.0001 0.9 1.8 27 35 55 75 114 155
1 por dia 0.0004 | 35 69 102 134 194 250 351 438
5 por dia 0.002 164 302 417 511 66.0 763 884 943
10 por dia 0.004 (302 513 660 763 885 943 987 997
12 por dia 0.0048 1 35,1 578 726 822 925 968 994 999
15 por dia 0.006 | 417 660 802 885 961 987 99.8 100
20 por dia 0.008 | 513 763 884 943 986 996 100 100
25 por dia 0.01 503 834 932 972 995 100 100 100

Adaptacién de Mahoney y Ross, 1972.
* Asumiendo una proporcion de larvas infectadas de 0.0004 y la infeccién producida por la picadura de
una larva infectada.

Epidemiologia de la anaplasmosis

Los conceptos de estabilidad e inestabilidad enzodticas analizados anteriormen-
te se basaron exclusivamente en babesiosis, en cuya transmisién interviene la
garrapata Boophilus microplus.

Enelcasode anaplasmosis nointerviene la garrapata B. microplus o suimportancia
es infima, pero no existen restricciones para utilizar el parametro epidemiolégico “tasa
de inoculacién” para determinar el riesgo de brote de la enfermedad.

En este caso se parte del criterio adoptado para malaria por McDonald (1950a),
quien definié la tasa de inoculacién como la proporcién de la poblacién humana que

S8 % Inoculacion (h) sobre I pr
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Adaptado de Friedhoff & Smith, 1981.
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recibié un in6culo infectivo en una unidad de tiempo determinada. En consecuencia,
puede estimarse el riesgo de ocurrencia de la enfermedad calculando (h) a partir de
la prevalencia de la infeccién. En tal sentido existen experiencias realizadas en el
exterior (Teclaw et al, 1985) y otras realizadas en el pais (Habich et al, 1982) y las que
se estan llevando a cabo en esta estacion experimental (Vanzini, 1992).

Para determinarla proporcion de reactores seroldgicos la prueba de aglutinacion
en placa resulta un instrumento adecuado (Teclaw et al, 1985). Se considera
oportuno remarcar sobre la precaucion respagcto del origen del antigeno, los sueros
controles positivo y negativo y el factor bovino, para no alterar la sensibilidad y
especificidad de la prueba.

Aplicacion de principios epidemiolégicos
en el control de babesiosis y anaplasmosis

Enlugares donde se producen cambios en la poblacion de vectores eventualmente
puede producirse inestabilidad enzodtica. La aplicacién de medidas de control para
prevenir la ocurrencia de babesiosis y/o anaplasmosis debe estar sustentada por un
estudio del status epidemioldgico en la poblacién de animales susceptibles.

Sibien se dispone de quimioterapicos de reconocida eficacia para el tratamiento de
babesiosis y/o anaplasmosis los mejores resultados se obtienen cuando el animal
enfermo es medicado en la faz inicial del proceso, aunque esto no evita que pierda
una considerable cantidad de kilos, que segun observaciones realizadas en casos de
babesiosis alcanza hasta un 12% del peso del animal (Vanzini, obs. pers.). La
prevencion es un medio eficaz para reducir la incidencia de estas dos enfermedades.

Con la erradicacién de fa garrapata se lograria eliminar la babesiosis pero no la
anaplasmosis. Hasta el presente sdlo un pais, Estados Unidos de Norteamérica, ha
logrado erradicar la garrapata (B. annulatus), lo cual muestra el grado de dificultad para
alcanzar esta meta. Existen otros antecedentes, pero son islas de escasa supetficie.

El control de la garrapata mediante el uso de productos quimicos y/o la
incorporacion de razas resistentes permite reducir ia pobiaciéon hasta niveles enlos
gue no produce mayores pérdidas econdmicas, pero esta situacion lleva al rodeo
alainestabilidad enzodtica y la prevencién por vacunacion constituye la alternativa
de eleccién. El control y/o erradicacién de los vectores de la anaplasmosis es
imposibie con las técnicas actuales.

El uso de vacunas como medida preventiva es una herramienta de mucha
utilidad; sin embargo, antes de iniciar un programa de control mediante la
inmunizacién de los animales susceptibles conviene que se evalle la incidencia
mediante la comprobacion de los agentes causales en extendidos de sangre en
animales enfermos. También es importante que se determine la importancia
econdmica de la enfermedad en el establecimiento, asi como la prevalencia
serolégica en animales jévenes, entre los 6-10 meses de edad.

Una vez que se conoce la prevalencia serologica puede determinarse el grado de
riesgo de aparicion de brotes y en funcién de esto implementar un plan de prevencién.
Unasoladosis de vacunaatodos los animales antes de los 12 meses de edad permite
inducir inmunidad especifica persistente (Mahoney y Ross, 1972; Mahoney, 1977;
Vanzini et al, 1993). En situaciones de alto riesgo los animales jovenes pueden ser
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vacunados cuando la inmunidad pasiva todavia esta presente (hasta los 3-4 meses
de edad) para evitar pérdidas econémicas. La inmunidad pasiva (anticuerpos
calostrales) no interfiere en la inmunizacion con vacunas vivas (Mahoney, 1977).

IX. METODOS DE CONTROL

Estas dos enfermedades pueden ser controladas mediante el tratamiento
especifico de los animales enfermos o evitar durante periodos limitados la
aparicién de sintomas clinicos en animales susceptibles mediante quimioprofi-
laxis. La vacunacién ofrece la posibilidad de inducirinmunidad especifica durade-
ra. La erradicacién de los vectores es solo practicable para la babesiosis.

A continuacion se describen brevemente algunos de los métodos disponibles.

a) Quimioterapia. Debe serconsiderada més bien como un método de emergencia
cuando no se ha aplicado ningtin método de control o ha fallado el utilizado. A
diferencia de los métodos de control (vacunacion, control de vectores), que son
planeadosy aplicados enforma periddica, la aplicacion de tratamiento inicamen-
te en los animales que enferman requiere de una constante vigilancia. En rodeos
pequefnos la probabilidad de detectarlos cuando estdn en la faz inicial de la
enfermedad es elevada y generalmente la proporcion de muertes es baja.
Cuando los rodeos son grandes, normalmente la morbilidad y mortalidad es
mayor. La situacién es alin mas seria cuando los animales se encuentran bajo
condiciones extensivas donde es casi imposible un control individual adecuado.

En caso de brotes de babesiosis en rodeos grandes los mejores resultados se
obtienen cuando se administra tratamiento a todos los animales, con y sin
sintomas clinicos. Segun experiencias personales en animales con sintomatolo-
gia se administradminazene (3,5-5 mg/kg) o imidocarbo (1,2 mg/kg) y enaquellos
gue no exhiben sintomas, diminazene 1,5-2 mg/kg de peso. Utilizando esta
estrategia los brotes pueden sercontrolados en 36-48 horas. En otra oportunidad,
se identificaron y trataron Unicamente a aquellos animales que presentaban
sintomas, pero esta estrategia resulté menos efectiva porque la mortalidad fue
mas alta, se necesité mayor cantidad de personal para vigilancia y el brote se
prolongé por 10-15 dias (Vanzini, obs. pers.). En todos los casos lo antes que se
pueda debe eliminarse la garrapata mediante bafios o aplicacion de garrapatici-
das “pour-on”. Los animales que rehusan o tienen dificultad para desplazarse es
preferible que sean medicados en el lugar, para evitar que mueran por shock.

b) Quimioprofilaxis. Las drogas no pueden ser administradas periédicamente
durante toda la vida del animal, en consecuencia esta medida tiene sentido en
el area enzodtica si se puede lograr una infeccion asintomatica con induccién
de inmunidad especifica, ya sea por transmisién natural de los agentes o
mediante la inoculaciéon de vacunas. Teniendo en cuenta que la infeccién
natural no ocurre en todos los animales mientras existe un nivel profilactico de
droga, se recomienda que los animales sean vacunados hacia el final del
periodo de poder residual.

Elimidocarbo es la droga con mayor tiempo de proteccion para las dos especies
de Babesia. Una dosis de 2 mg/kg de peso previene la infeccion por B. bigemina
por aproximadamente cuarenta dias (Callow y McGregor, 1970). B. bovis ¢~
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c)

inhibida en menor medida, Callow y McGregor (1970) observaron que una dosis
de 2 mg/kg fue capaz de esterilizar una infeccion establecida de B. bovis, pero no
evité el establecimiento de una nueva infeccién por mas de dos semanas.

Cuando esta previsto vacunar a los animales, especialmente con cepas
atenuadas de B. bovis y B. bigemina, es preciso tener precaucién con el uso
de imidocarbo. Taylor y McHardy (1979) observaron en animales que recibie-
ron 3 mg/kg de imidocarbo y vacunados a ios 21 y 61 dias con B. bovis y B.
bigemina que todos desarrollaron inmunidad contra las dos especies de
Babesia. Por otra parte, De Vos et a/(1986) observaron que la dosis profilactica
de 3 mg/kg es capaz de inhibir el establecimiento de la infeccién por B. bovis
por seis semanas Y recién a las ocho lograron infectar a todos los animales.
Con 1,2 mg/kg a las cuatro semanas ya infectaron a todos los animales. En los
dos casos la inmunidad fue menor.

Eil diminazene es otra droga con efecto residual, aunque de menor actividad
que el imidocarbo. Es mucho mas dtil cuando se lo utiliza en dosis reducidas
para moderar reacciones durante ia vacunacién de animales adultos que como
quimioprofilactico. Administrando 5 mg/kg de peso previene la infeccion por B.
bigemina por 15 dias y sélo 5 dias la de B. bovis (Pipano y Hadani, 1984).
Bermudez et a/ (1987) observaron una proteccién de 15 dias en el 80% de los
bovinos contra B. bovis utilizando la misma dosis. De Vos (1979) observé un
poder de proteccion de 2 semanas para B. bovisy 4 semanas para B. bigemina,
pero no indicé la dosis ni cdmo llegoé a esa conclusién. '

En resumen, cuando esté previsto realizar la vacunacion de los animales se
debe prestar mucha atencién con el uso de imidocarbo por su prolongado
poder residual, en su lugar puede utilizarse diminazene, que no interfiere en el
desarrollo de las cepas vacunales luego de transcurrido el periodo de protec-
cion. La dificultad en el uso de diminazene aparece en la frecuencia en que
debe administrarse.

Vacunacion. A principios de siglo en nuestro pais, que en esos momentos
ocupaba un lugar importante en el estudio de babesiosis y anaplasmosis, se
iniciaron las investigaciones para desarrollar una vacuna contra estas dos
enfermedades. En tal sentido se destacaron los trabajos de Lignieres (1903,
1920), a quien puede considerarse como pionero de la investigacion en la
Argentina y el mundo.

Por varias décadas se crey6 que la induccion y persistencia de la inmunidad
contra babesiosis y anaplasmosis estaba asociada a la exposicidon y presencia
de los organismos en el huésped; a este estado se lo conocia como premuni-
cion o inmunidad co-infecciosa (Sergent et al, 1924; Sergent y Sergent, 1956).
Este concepto perdié vigencia a partir de los trabajos de Hall (1960, 1963),
quien demostré la transferencia de anticuerpos anti-B. bovis de la madre al
ternero a través del calostro, los de Mahoney (1967) con la inducciéon de
inmunidad especifica al inocular una suspensién no viable de B. bovis, los de
Mahoney et al (1973) sobre persistencia de la inmunidad contra B. bovis y B.
bigeminaiuego de unainfeccién natural y los de Callow et al (1974a-b), quienes
estudiaron la persistencia de fa inmunidad luego de la quimio-esterilizacion de
B. bovis y B. bigemina.
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El uso de parasitos totalmente virulentos, primero obtenidos de animales
portadores crdnicos recuperados de una infeccidon natural, mas tarde de
animales inocutados y finalmente de terneros esplenectomizados inoculados
con cepas conocidas, fue el Unico método disponible para producir vacuna
hasta mediados de la década del 60.

En 1965, investigadores australianos produjeron un significativo avance en los
procesos de elaboracion de vacunas mediante la atenuacion de B. bovis por
pasajes seriados rapidos en terneros esplenectomizados {Callow y Mellors,
1966). Posteriormente, también lograron la atenuacién de B. bigemina (Dal-
gliesh et al, 1981). En nuestro pais a partir de 1985 en las estaciones
experimentales de INTA Salta, Rafaela y Mercedes se inicié la produccién de
vacunas atenuadas siguiendo esta metodologia.

Uno de los hallazgos mas importantes para avanzar en la investigacién sobre
vacunas contra babesiosis, fue el desarrollo de métodos de cultivo in vitro para
Babesia (Erp et al, 1978; Levy y Ristic, 1980; Vega et al, 1985). El cultivo in vitro
ofrece la posibilidad de producir antigeno en forma continua y podria ser
adaptado para la produccién en gran escala, lo cual permitiria reemplazar al
bovino; al tiempo que se pueden obtener antigenos mas puros, permite un
control estricto de enfermedades potencialmente transmisibles por sangre.
Lamentablemente, auin no se tuvo éxito con Anaplasma.

El sistema de cultivo in vitro ofrece por o menos dos fuentes de antigeno:
a) Merozoitos.
b) Exoantigenos solubles.

Vacunas contra babesiosis

a) muertas. Parasitos muertos y extractos particulados o solubles de eritrocitos
infectados han sido utilizados para inducir inmunidad contra infecciones por
Babesia sp. Mahoney (1967) informé que bovinos adultos resultaron protegi-
dos después de ser vacunados con una suspensién no viable de B. bovis,
emulsionada en adyuvanie completo de Freund. La vacuna fue capaz de evitar
una reaccion clinica pero no evitd el establecimiento de la infeccidn luego del
desafio con la cepa homéloga. Mahoney y Wright (1976) confirmaron este
hallazgo e indicaron que el antigeno muerto de B. bovis inducia proteccion
contra cepas heterélogas con un nivel de inmunidad comparable con el
resultante de una infeccion subclinica. Kuttler y Johnson (1980) observaron
inmunidad protectora en un grupo de animales adultos intactos y terneros
esplenectomizados, luego de vacunarlos con un antigeno particulado de B.
bigemina emulsionado en adyuvante completo de Freund.

Una dificultad obvia del método es o engorroso que resulta la separacion del
material antigénico de los eritrocitos y el trabajo para producir grandes
volumenes de gldbulos rojos infectados.

En los dltimos afos la investigacion con antigenos provenientes de parasitos
estuvo dirigida a identificar fracciones con capacidad para producirinmunidad
especifica con el propédsito de producirio en grandes cantidades mediante la
ayuda de la biotecnologia. Se obtuvieron antigenos solubles a partir de
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eritrocitos infectados desintegrados por oscilacion sénica y separados por
ultracentrifugacion (Mahoney et al/, 1981). Del material se extrajeron dos
fracciones inmunogénicas; una de las cuales mostré baja contaminacion con
antigenos de eritrocitos. Goodger et al/ (1983) indic6 que los antigenos
previamente encontrados por Mahoney también pueden ser hallados en un
simple lisado de eritrocitos infectados. También fueron aislados antigenos
similares utilizando anticuerpos monoclonales (Wright ef al, 1983).

A partir del desarrollo de la técnica de cultivo in vitro se realizaron numerosos
estudios tendientes a elaborar vacunas utilizando exoantigenos. Los exoantige-
nos son productos liberados de los eritrocitos infectados al plasma de ios animales
vivos 0 en el sobrenadante de los medios de cultivos.

En general, los excantigenos son sustancias de naturaleza proteica, sensibles
alas enzimas proteoliticas tripsinay papaina (James et a/, 1981). Andlisis quimicos
del sobrenadante de cultivos in vitro indican que el material contiene al menos tres
tipos de antigenos de naturaleza glicoproteica (Kuttler etal, 1982). Estos antigenos
inducen la produccidn de anticuerpos especificos que reaccionan directamente
con el parasito produciendo aglomeracion y lisis de los mismos (Smith et a/, 1981).

Enlamayoria de los estudios que se han realizado con exoantigenos de B. bovis,

se ha podido observar que inducen una respuesta de anticuerpos humorales
(James et al, 1981; Vanzini, 1990) y una persistente inmunidad mediada por
células (Timms et al, 1984). Sise compara conla vacunaviva, la respuesta humoral
declina con mayor rapidez y a los 5-6 meses los niveles de anticuerpos especificos
tienden a desaparecer (Timms et al, 1984; Vanzini, 1990).

En el siguiente grafico se compara la dinamica de la respuesta inmune contra B.

v Grafico2
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bovis en bovinos Holando. Todos fueron vacunados el dia 0 con vacuna viva
atenuada congelada con DMSO como crioprotector o exoantigenos solubles.

Brevemente, el inmundégeno fue preparado a partir del sobrenadante de un cultivo
in vitro de B. bovis en faz activa de crecimiento. El material fue colectado a las 48 y
72 horas y la parasitemia era del 11%. El sobrenadante fue mezclado, centrifugado
a 1.700 g por 30 minutos a 4°C y el fluido fue filtrado (membrana de 0,45 um) para
remover las células. Cada dosis fue obtenida a partir de 6,7 ml del material filtrado,
el cual fue liofilizado y conservado a 4°C. Antes del uso fue diluido con 2 ml de una
solucion conteniendo 2 mg de Quil-A saponina e inoculado por via subcutanea. Los
animales vacunados con exoantigenos fueron revacunados a las tres semanas.

Si bien se han publicado resultados donde se indica un elevado nivel de
proteccion de antigenos no viables de B. bovis, frente a cepas heterélogas de
distintos paises de América latina (Montenegro-James, et al, 1985), muchos
trabajos de investigacién concluyen que el nivel de proteccién frente a cepas
heterélogas es parcial (Timms etal, 1984) y en otros realizados en la Argentina con
B. bovisy B. bigemina se sefhala un nivel de proteccién parcia! y nulo, respectiva-
mente (Echaide, et al, 1993a; Echaide, et al, 1993b).

Resumiendo, las divergencias en las observaciones son marcadas. La mayoria
de los autores observaron una respuesta de anticuerpos especificos mas elevada
cuando se inocutan exoantigenos comparado con parasitos vivos, pero la declina-
cion del nivel de anticuerpos circulantes es mucho mdas rapida que la de los
animales vacunados con vacunas vivas.

La persistencia de la respuesta inmune en animales vacunados con parasitos
vivos se debe probablemente a una continua estimulacién antigénica durante el
estado de portador crénico, en cambio los antigenos muertos desaparecen mas
rapidamente del organismo.

El futuro para las vacunas no viables es promisorio, pero la capacidad protectora
de estos antigenos debera ser evaluada cuidadosamente antes de ser usados en
forma masiva. El uso de vacunas no viables seria deseable teniendo en cuenta que
no crean portadores lo cual evitaria la diseminacion de organismos en el ambiente y
reduciria el nimero de reservorios; sin embargo, factores concernientes a inmunidad
frente a cepas heterdlogas, duracién de la inmunidad, dosis minima inmunizante,
eficacia de una vacuna combinada (B. bovis - B. bigemina), estabilidad e inmunopo-
tenciacion con adyuvantes, deberan ser exhaustivamente investigados.

Es probable que se obtenga una vacuna comercial basada en DNA recombinan-
te, sintesis peptidica o hibridacion viral, pero mientras tanto las vacunas vivas
atenuadas producidas en terneros esplenectomizados o, mejor aun, a partir de
cultivos in vitro, son las Unicas que inducen inmunidad efectiva y persistente.

b) Vivas. La vacunacion contra la babesiosis y anaplasmosis todavia esta basado
en el principio de premunicion o inmunidad coinfecciosa definido por Sergent et
al (1924). Se inocula sangre parasitada para causar la infecciéon del animal
receptor, el cual al recuperarse adquiere resistencia frente a los desafios con las
mismas especies que se transmiten bajo condiciones naturales.

Las vacunas deben contener parasitos vivos en cantidad suficiente y ser
capaces de inducirinmunidad contra cepas heterdlogas. Aqui es donde radica
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el problema en producir una vacuna segura y efectiva.

En nuestro pais las primeras vacunaciones de que se tiene referencia, se
realizaban con sangre colectada de bovinos supuestamente infectados con los
tres microorganismos. Posteriormente, se comenzaron a preparar “animales
dadores” mediante mdultiples inoculaciones de sangre obtenida de animales
infectados naturalmente y se introdujo el concepto de conservar la sangre
refrigerada durante varios dias con el propdsito de reducir la virulencia de los
agentes (Lombardero et al, 1978). Este método todavia es utilizado pero presenta
algunas desventajas:

a) existe alto riesgo de diseminar enfermedades bacterianas o virales;
b) la virulencia de los parasitos puede variar segun el donante;

¢) al no conocerse el numero de organismos por dosis pueden ocurrir reacciones
muy tempranas cuando hay exceso o ausencia de reaccién porfalta de parasitos.

Las vacunas preparadas por estos métodos son inmunogénicas, pero las
respuestas posvacunales impredecibles. A menudo severas reacciones por Babe-
sia o A. marginale causan muenrtes antes de que el tratamiento especifico sea
administrado. Si se eligen estos métodos deben estar disponibles adecuadas
reservas de drogas especificas e inocular animales jévenes (ej.: < 9 meses).

A partir del aflo 1978, INTA comenzé a producir vacuna en terneros esplenec-
tomizados mantenidos bajo condiciones de laboratorio con sanidad controlada.
Los terneros eran inoculados con cepas de B. bovis, B. bigeminay A. marginale
conocidas, mantenidas congeladas en nitrégeno tiquido.

En 1981 se inici6 la produccién de vacuna en la EEA-Mercedes utilizando la
misma metodologia pero al poco tiempo se reemplazé A. marginalepor A. centrale.
Los resultados en los primeros afos fueron alentadores pero cuando la demanda
comenzd a incrementarse comenzaron a observarse “fallas de inmunizacién” en
los animales vacunados. Después de un estudio exhaustivo se llegé a la conclu-
sién de que el problema estaba relacionado con la infectividad de la vacuna,
especialmente Babesia, que en ocasiones era deficiente y no se lograba infectar
a todos los animales. Estas observaciones eran coincidentes con las observadas
en Australia (Callow y Tammemagi, 1967). La falla parcial del sistema llevé al
desarrollo de una vacuna altamente infectiva y reducida virulencia en terneros
esplenectomizados utilizando cepas de B. bovis y B. bigemina atenuadas.

Vacuna contra anaplasmosis

a) muerta. En los Estados Unidos se desarrollé una vacuna no viable a base de
eritrocitos infectados combinados con un adyuvante oleoso (Brock et al, 1965;
Wilson y Trace, 1966). Esta vacuna no previene la infeccién natural por A.
marginale, pero atenla su severidad. Se requieren dos dosis iniciales con seis
semanas de intervalo entre ambas y una de refuerzo anual. Ensayos realiza-
dos en Colombia indican que sélo confiere inmunidad parcial y, porlo tanto, no
se aconseja su uso en climas tropicales, donde ocurren severos desafios
naturales durante todo el afio (Kuttler, 1982). Como efecto no deseado, se
observd isoeritrolisis neonatal en terneros nacidos de vacas vacunadas
durante el periodo de gestacién (Dennis et al, 1970).
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b)

No parece adecuado la utilizacién de este tipo de vacunas en el norte
argentino, en bovinos de cria bajo condiciones extensivas, sobre los cuales no
se tiene un control estrecho y donde la incidencia de la enfermedad es alta. Por
otra parte, la necesidad de revacunar anualmente restringe la posibilidad de
uso frente a las vacunas vivas que se aplican en dosis Unicas.

Vivas. En nuestro pais, para la prevencién de la anaplasmosis se utilizé
exclusivamente A. marginale hasta 1981. Con éste se obtiene el mayor nivel
de proteccidn pero siempre existe el riesgo de que ocurran severas reacciones
aun en animales jovenes, lo cual restringe su uso a terneros menores de un
afo; ademas, se crean nuevos reservorios lo que contribuye a diseminar aun
mas la enfermedad. Con el uso de tetraciclina se ha facilitado la tarea de
inmunizar animales de mayor edad, pero es necesario vigilar individualmente
el curso de la infeccion y aplicar el tratamiento cuando el volumen globular es
inferior al 22%. En estas condiciones, el método es eficaz, pero el nimero de
animales a.inocular por vez es limitado, por los controles que deben aplicarse.

A fines de la década del 70 ingresé al pais una vacuna desarrollada en los
Estados Unidos de América a base de A. marginale atenuado por pasajes
seriados en ovinos, pero los resultados observados en el pais mostraron que
cuando se inoculaba ganado lechero, las reacciones eran tan severas como
las producidas por cepas locales de campo (Anziani et al, 1981).

La vacuna que mas se ha utilizado en todo el mundo es a base de A. centrale,
especie que produce una infeccion generalmente benigna y que confiere
inmunidad cruzada contra A. marginale. Fue introducido al pais por Peviani
(1956), quien realizé trabajos de premuniciéon en las provincias de Buenos
Aires y Salta y luego no se tuvo mas informacién sobre su existencia en el pais
hasta que fue re-aislado en Corrientes (Vanzini et al, 1984) y desde ese
momento se lo incluye en la vacuna.

Lainmunidad gue induce A. centrale no es absoluta pero el nivel de proteccién que
confiere en general es suficiente para prevenir los sintomas o muertes que puede
ocasionar la infeccién natural por A. marginale (Potgieter y Van Rensburg, 1983;
Vanzini et al, 1984; Anziani et al, 1987; Aguirre et al, 1988; Abdala et a/, 1990).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos durante doce afios de uso, se
observa que el numero de animales que ha enfermado o muerto de anaplas-
mosis luego del traslado a zona enzodtica es reducido, en consecuencia se lo
considera como el inmundgeno de eleccién para prevenir la anaplasmosis.

Vacunas vivas atenuadas contra babesiosis y anaplasmosis

Aun cuando las vacunas vivas, atenuadas contra babesiosis y A. centralecontra

anaplasmosis no cumplan con todos los criterios que debe reunir una vacuna ideal,
es evidente que confieren un nivel inmunitario adecuado y su elaboracion es
relativamente sencilla, razén por la cual muchos paises en el mundo, entre los
cuales figura la Argentina, han iniciado su produccién. Las vacunas con antigenos
no viables hasta el presente no estén en condiciones de reemplazar este tipo de
vacunas, aunque en el futuro es probable que esto ocurra.

La decisién de iniciar la elaboracién de este tipo de vacunas en esta estacién
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experimental no fue aleatoria, sino que estuvo sustentada en la necesidad de
producir un inmundgeno capaz de superar el problema de baja infectividad que
exhiba la vacuna producida en terneros portadores crénicos.

a) Aspectos salientes. Las vacunas que contienen B. bovis y B. bigemina atenua-
dasy A. centrale obtenidas de terneros con alta parasitemia, ofrecen una serie de
ventajas, frente a los métodos tradicionales, que merecen ser destacados:

1. Alta infectividad. Cada dosis debe contener al menos 1 x 107 organismos
viables, lo que representa alrededor de 100 veces la dosis minima infectiva
(Callow, 1977). En estas condiciones existe una alta posibilidad de lograr la
infecciéon con una sola inoculaciéon. Como el nimero de organismos va
disminuyendo diariamente, la vacuna producida en INTA Mercedes contiene
al momento de ser elaborada 2 x 107 glébulos rojos infectados de manera que
pueda ser usada con un margen de seguridad hasta 7 dias después de
elaborada.

2. Reducida virulencia. Los parasitos atenuados (B. bovis - B. bigemina) y A.
centrale producen reacciones leves enlos animales inoculados disminuyen-
do el riesgo de muerte y los tratamientos especificos. Ademas, permite
inocular grupos numerosos a la vez.

3. Dosis estandarizada. Al contener un nimero controlado de organismos
viables, el usuario sabe con cierto grado de exactitud en qué momento
pueden ocurrir reacciones (si las hubiere) y controlarlas a tiempo.

4. Sanidad controlada. Los animales utilizados son sometidos a severas
medidas de control sanitario, para reducir la posibilidad de transmision
accidental de enfermedades virales, entre otras IBR, BVD, leucosis bovina y
aftosa; o bacterianas: leptospirosis, brucelosis. Diariamente se realizan exten-
didos de sangre con el propésito de detectar infecciones por A. marginale,
Tripanosoma o Eperythrozoon. Los animales destinados a la produccién de
vacuna permanecen aislados para evitar alguna infeccién accidental. Aun
cuando se tomen todas las medidas sefialadas siempre existe riesgo de
transmisién accidental y la implementacién de cultivos in vitrofavoreceria aun
mas el control.

b) Reacciones posvacunales. Cuando se utilizan vacunas de virulencia reduci-
da y dosis medidas, las reacciones se pueden prever en tiempo e intensidad,
pero al estar manejando un producto biolégico, estas predicciones no siempre
son exactas.

Cuando se inocula vacuna triple la primera reaccién esta relacionada con la
multiplicacion de las babesias. B. bigeminareacciona primero (dia 7-10) porque
se multiplica mas rapido y luego (dia 10-12) comienza B. bovis. Como medida
de precaucion es conveniente que los animales sean controlados entre los dias
7 al 20 posvacunacién.

Cuando se inoculan terneros, las reacciones posvacunales por Babesia pasan
casi desapercibidas y s6lo se observa una reaccion febril transitoria.

Si se inoculan bovinos mayores de 1 afio, se debe tener presente que pueden
ocurrir reacciones posvacunales mas notorias. Cuando el nimero de animales es
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elevado, que hace imposible un control individual adecuado, existe la posibilidad
de modular las reacciones mediante la administracién de diminazene atodo el lote
(Todorovic et al, 1975; Thompson et al, 1978; De Vos, 1979; Vanzini, 1985). De
acuerdo a las experiencias obtenidas, aplicando una dosis reducida de 1,2-1,5
mg/kg se puede detener la multiplicaciéon de los parasitos, dandole tiempo al
animal para que elabore anticuerpos especificos y controle la reaccion.

Elmomento en que se aplica el tratamiento es importante, porque si se realiza
al inicio del periodo de parasitemia la respuesta inmune es deficiente (Callow
et al, 1974a). Segun nuestras observaciones, el tratamiento debe realizarse
entre los dias 9-11 posvacunacion, momento en que hay suficiente cantidad
de parasitos en sangre. Transcurridas 48 horas es muy poco probable que se
observen reacciones clinicas.

Es importante dejar aclarado que el uso de dosis reducidas de diminazene
es una herramienta y no debe constituirse en una medida rutinaria para
evitar los controles posvacunales, sino que debe utilizarse séio en los
casos estrictamente necesarios. Lavacunaatenuada produce reacciones
posvacunales leves y cuando se la utiliza en la categoria de animales para
la cual esta indicada (bovinos < 10 meses) no se requieren tratamientos
para el control de reacciones, excepto casos aislados.

Cuando se inoculan lotes reducidos de animales aduitos y es posible un control
individual, es aconsejable realizar tratamientos en los casos necesarios. La
intensidad de la reaccion febril es util como elemento de control. Cuando un
animal presente hipertermia (> 40,5°C) por dos dias consecutivos se considera
prudente administrar diminazene para controlar la reaccion. Si la sintomatolo-
gia es muy manifiesta debe utilizarse la dosis terapéutica (3,5 mg/kg); en
cambio si sélo se observa una respuesta febril persistente la aplicacion de una
dosis menor lleva a la remision de la misma en 24 horas.

Si no se utiliza diminazene, con una sola dosis se infecta a la mayoria de los
animales, pero si se decidio modular las reacciones, es aconsejable la revacu-
nacion porque aun cuando esta droga no tenga efectiva capacidad esterilizan-
te, no se puede estar totalmente seguro de eso teniendo en cuenta que se
trabaja con parasitos atenuados. Al revacunar un animal la respuesta inmune
gue se obtiene es mas intensa que con una sola dosis. Si se decide aplicar una
segunda dosis, ésta debe ser administrada una vez finalizada la reaccién de A.
centrale, es decir, a partir de los 60 dias posteriores a la primera dosis.

- . . 1
Cuando se utiliza diminazene para controlar reacciones, los I
animales deben ser revacunados

La multiplicacion de A. centrale es mas lenta y comienza a desarrollar
parasitemia a partir del dia 35-40 posinoculacion. La reaccién generalmente
pasa desapercibida y cursa sin elevacion de la temperatura, pero se observa
una anemia de mediana intensidad. Si algun animal presenta sintomas, un
tratamiento con oxitetraciclina (10 mg/kg) es suficiente. Cuando se trabaja con
ganado de carne es excepcional el control de reacciones, pero en ganado
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lechero se debe prestar mucha atencion para evitar pérdidas en la produccion.

r“ . : . B
| Como Ila inmunidad producida por A. centrale es lenta en I
I afianzarse, es conveniente que los animales no sean expuestos I
L antes de los tres meses de vacunados.

c) Conservacion de la vacuna. La efectividad de la vacuna depende de su
infectividad. La viabilidad de los parasitos es preservada por mas tiempo si se
mantiene la vacuna refrigerada entre 4-8 °C. Si se congela, 0 queda a
temperatura ambiente por mas de 24 horas, conviene descartarla porque su
efectividad es dudosa.

Mantenida en condiciones adecuadas, la vacuna tiene una vida util de una
semana después de elaborada, esta es sin dudas una de Ias limitaciones que
posee la vacuna refrigeraday que puede ser superada mediante la elaboracion
de inmundgenos congelados en nitrégeno liquido.

Razones para vacunar

La decision de aplicar vacunas contra babesiosis y/o anaplasmosis debe estar
plenamente justificada y para esto es necesario obtener informacién sobre la
incidencia del o los parasitos. Se debe realizar un diagnéstico preciso mediante
extendidos de sangre y de esta manera determinar cudles son las pérdidas que
provoca la enfermedad. También se puede determinar la proporcion de animales
susceptibles a lainfeccion mediante pruebas seroldgicas en aquellos que no estén
enfermos y estimar la probabilidad de que el ganado de ese establecimiento
contraiga babesiosis y/o anaplasmosis. De esta manera se puede decidir sobre la
necesidad o no de realizar una vacunacion preventiva de los animales.

Existen por lo menos tres situaciones en las que es necesario proteger a los
bovinos mediante vacunas:

a. proteccion de animales totalmente susceptibles que van a ser trasladados a
zonas donde la enfermedad es enzodtica.

b. paraprevenir muertes durante la reinfestacion de zonas donde la garrapata ha
desaparecido. En el caso de Corrientes, en los campos destinados a la
produccion de arroz que ingresan a un periodo de descanso del suelo y se
destinan a ganaderia.

C. proteccion de animales en areas enzodticas, donde la poblacién de garrapatas
no es suficiente como para que se infecten durante los primeros meses de vida,
cuando todavia son relativamente resistentes.

En nuestro pais hasta hace pocos afios la razén mas comun por la que se
inmunizaban bovinos (especialmente toros) contra babesiosis y anaplasmosis era
para su posterior envio desde la zona libre de garrapatas a la infestada, sin
embargo en los ultimos afios se nota un creciente aumento de la demanda de
vacuna para prevenirla babesiosis y/o anaplasmosis en bovinos nacidos en el area
enzodética. En las provincias de Cortientes y Chaco se estan observando muchos
brotes de babesiosis y anaplasmosis en ganado nacido y criado en zona enzodtica.
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En los establecimientos estudiados se observo inestabilidad en la poblacién de
garrapatas provocada por inundaciones. También se observa un incremento en la
vacunacion preventiva contra anaplasmosis en el sur de la provincia de Entre Rios.

Consideraciones durante una inmunizacion

Existe una serie de factores que inciden en el curso e intensidad de la reaccion
posvacunaly otros que deben ser tenidos en cuenta antes de iniciar una inmunizacion:

B Edad. La severidad de la reaccion se incrementa con la edad. Levy et al (1982)
observaron que enla sangre de animales jovenes existe uno o mas factores que
inhiben la multiplicacién in vitrode B. bovis. El o los factores son independientes
de los anticuerpos y estuvo presente en todos los terneros estudiados. Ellos
sugieren que estos factores son los responsables por la resistencia de los
animales jovenes a babesiosis severas. Otro elemento a considerar es la
inmunidad pasiva a través de anticuerpos calostrales, la cual persiste hasta los
3-4 meses de edad. También debe tenerse en cuenta que el animal en
crecimiento tiene mayor capacidad que el adulto para elaborar gldbulos rojos
y de esa manera puede controlar la anemia que produce la multiplicacién de los
parasitos con mayor facilidad.

B Raza. Los animales de raza cebu (Bos indicus) y sus cruzas son mas
resistentes a la infeccion que los de razas europeas (Bos taurus). A su vez,
dentro de estos ultimos, la raza Holando es una de las mas sensibles.

M Gestacion. Como regla general debe evitarse la inoculacion de hembras
prefadas pero si no existe otra alternativa puede realizarse siempre que se
tomen severas medidas de control para evitar abortos. Si se decide inocular
bovinos prefados (menos de 3 meses de gestacion) se debe modular la
reaccion con diminazene dentro de los dos primeros dias de respuesta febril por
Babesia y con tetraciclinas cuando el volumen globular sea inferior a 22%
durante la reaccion de A. centrale. Si el animal esta en el ditimo trimestre de
gestacidén la inmunizacion esta contraindicada porgque la multiplicacién parasi-
taria producird anemia y coincide con el momento de mayor desarrollo fetal, de
tal manera que se puede afectar el mismo y los riesgos de aborto son elevados.

A los bovinos con gestacion avanzada es preferible mantenerlos libres de
garrapatas (piretoides “pour-on” cada 10-12 dias hasta el parto) y administrar
imidocarbo como quimioprofilactico (2 mg/kg) cada 27 dias. Separar los
animales (+100 metros) del resto del rodeo para reducir la posibilidad de
transmisién de A. marginale. Una vez que el animal haya parido se iniciaran las
tareas de inmunizacion teniendo la precaucion de vacunar a los animales una
vez que hayan transcurrido 30 dias después de la Gltima dosis de imidocarbo.
Es conveniente que los animales sean revacunados porque la actividad de esta
droga sobre B. bigemina se extiende hasta unos 60 dias.

m Estado sanitario. Evitar inocular animales caquécticos o con enfermedades
cronicas (egj.: tuberculosis), o aguellos que se encuentran en mal estado,
producto de severas parasitosis.

@ Vacunaciones. Suspender la administracién de vacunas con organismos vivos
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capaces de originar reacciones febriles (ej.: carbunclo), que pueden crear
confusién respecto de la causa de la misma.

B Alimentacion. Debera ser lo mejor que se pueda. No es conveniente que se
efectien cambios bruscos que puedan producir estrés en el animal. Se debe
asegurar también una apropiada provisién de agua.

B Medicamentos. Evitar la utilizaciéon de tetraciclinas para el tratamiento de
cualquier afeccion del animal durante la incubacién de A. centrale. Tampoco
deben administrarse corticoides, que producen disminucion de las defensas y
pueden exacerbar la severidad de la infeccion, especiaimente la de Babesia.

Eleccion del lugar de vacunacién

Lomas comun esinmunizarlos animales antes de ser enviados a la zona endémica.
Esta practica presenta la ventaja de que los animales no tienen riesgo de infectarse
naturalmente y en consecuencia no se necesita el control de transmisores. Para el
caso de las cabanas productoras de reproductores machos presenta la ventaja que
la primera inoculacién pueden realizarla luego del destete, después de la primera
seleccién, es decir, cuando tienen entre 8 a 10 meses de edad aprovechando la
relativa resistencia de los animales jovenes. Al momento de la venta cada animal
recibe al menos dos inoculaciones.

Para los establecimientos que producen hembras para venderlas prefiadas, una
ventaja obvia es que la inmunizacion la pueden realizar antes del servicio. En este
caso ho se aprovecha el factor edad, porque la decisién de inmunizar hembras para
una futura venta es tomada a partir del excedente, luego de realizada la reposicién,
es decir, que se inmunizan animales mayores de 18 meses de edad.

La vacunacion en el establecimiento de origen tiene como inconveniente que no se
le brinde una adecuada atencion al animal en su nuevo destino resultando en “falias
de vacunacion”, cuando en realidad muchas de las pérdidas guardan relacién con
“fallas de manejo”, especialmente en ganado Bos faurus. Por otra parte, las ventas
de reproductores se realizan con “garantia de inmunizacion”, lo cual también incide
en el cuidado de los mismos, porque en caso de muerte el vendedor debe reponer el
toro 0 en su defecto el comprador no efectia el pago del animal.

Otra aiternativa es la vacunacién en destino. Esto tiene como ventaja que los
vacunos reciben una atencion especial, partiendo de un estricto control de garrapata
mientras el animal se va adaptando a las nuevas condiciones alimenticias y
climaticas. Por otra parte, el productor extiende los controles sobre los animales por
un periodo que excede al de la inmunizacion en razén de que no esta amparado por
garantia alguna.

El principal inconveniente de la vacunacion en destino aparece cuando se incorpo-
ran hembras con gestaciones que superan los cuatro meses, en las cuales esta
contraindicado la vacunacién. En este caso la prevencion de la infeccion natural con
garrapaticidas combinado con quimioprofilaxis resulta costoso.

Cuando el bovino es inmunizado en el lugar de destino es preciso que se tomen una
serie de recaudos para evitar infecciones naturales:

1) Prevenir infestacion con garrapatas; se puede lograr con los garrapaticidas que
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se encuentran en el mercado. Unbafo cada 10-12 dias evitara que se fijen larvas.
Si no cuentan con instalaciones adecuadas se pueden utilizar garrapaticidas
“pour-on”.

2) Aislar los animales del resto del rodeo; para evitar la transmision de A.
marginale, que es mecanica. Este aislamiento debe mantenerse portres meses
hasta que se consolide la inmunidad conferida por A. centrale.

3) Proveer adecuada alimentacion y protegerlos del estrés.

Manejo de animales inmunizados

Los bovinos de alta productividad provenientes de la zona templada no siempre
expresan su maximo potencial productivo cuando son introducidos en el area
enzodbtica en el norte del pais debido principalmente a la pobre adaptacién al clima
subtropical y la calidad de las pasturas disponibles para la alimentacion. Aun
cuando el factor alimentacién pueda ser controlado, todavia restan las enfermeda-
des producidas por hematozoarios y la accion directa de la garrapata al bovino.

La vacunacion contra babesiosis y anaplasmosis provee proteccion satisfactoria
a la mayoria de los animales, sin embargo existen razones para pensar gue la
inmunidad no es tan sdlida como la que posee un animal nativo que tiene la
posibilidad de recibir maltiples inoculaciones con cepas diferentes, de manera que
los primeros meses son de suma importancia para la adaptacion y superwvenma
de los animales introducidos en zonas enzodticas.

Existen una serie de elementos que merecen sertenidos en cuenta para obtener
mejores resultados:

1) Los reproductores, especialmente machos, son criados en zonas donde la
calidad de las pasturas es muy superior ala de las de la zona infestada, ademas
muchos (sino la mayoria) de los cabafieros administran concentrados balan-
ceados. Cuando son trasladados sufren un brusco cambio en la alimentacion
que produce estrés e inclusive puede haber disminucion de las defensas.

2) La compra de reproductores generalmente se realiza en los meses de julio y
agosto, de manera que practicamente llegan a destino e ingresan en el inigio
del servicio, lo que les produce un marcado agotamiento, a lo que debe
agregarse el estrés de adaptacion.

3) Cuando unanimal no esta acostumbrado a la garrapata la infestacion es mayor
que los nativos (Hewetson, 1968). La garrapata hembra, al ingurgitarse extrae
una considerabie cantidad de sangre, que el animal debe reponery su picadura
produce molestias resultando en un menor tiempo de pastoreo. Ademas, se

’debe tener presente que las garrapatas inyectan toxinas con su saliva, las
cuales, entre otras cosas, producen anorexia.

En sintesis, cualquiera sea el iugar donde se realiza la vacunacién, resulta muy
importante que el animal ingresado reciba un adecuado manejo hasta lograr la
adaptacién a las nuevas condiciones. De esta manera se puede contribuir para
reducir sensiblemente las “fallas de inmunizacién”.

175
39 de 54




VANZINI, V. R. y RAMIREZ, L. M.

Sitio Argentino de Produccion Animal

Programa de vacunacion

Una de las incognitas que a menudo se plantean en ios establecimientos es
determinar cuando se debe vacunar a los animales. A continuaciéon se hacen
algunas sugerencias, segun se trate de establecimientos ubicados en areas libres
0 zonas enzodticas inestables.

“

. Establecimientos en zonas libres

I as cabafas productoras de reproductores en su mayoria estan ubicadas en
Jreas libres de estas enfermedades y es necesario que vacunen ios animales
para luego poder acceder al mercado del norte del pais, donde la babesiosis y
anaplasmosis son enzodticas.

Aun cuando las vacunas atenuadas producen reacciones ieves, debe quedar
claro que no son totalmente inocuas y la severidad de las mismas se incrementa
con la edad del animal. Aunque ésta no es una limitante, es aconsejable que
se inicie la vacunacién cuando los animales son jovenes, es decir, cuando
todavia son relativamente resistentes.

Ejemplo: se puede vacunar a los animales a partir de los 30 dias después del
destete, luego de la primera seleccion, es decir, entre los 8-10 meses de edad
y luego se los revacuna cada afo tratando de que la revacunacién previa al
traslado a zona enzodtica ocurra aproximadamente 30-40 dias antes.

En Corrientes la mayoria de las cabafias inician la vacunacion en los meses de
septiembre-octubre, es decir, cuando las pasturas han iniciado el rebrote de
primavera, y de esta manera hacen coincidir Ia inmunizacién con una adecuada
provision y calidad de forraje.

El productor debe estar mformado de que para realizar una ]
inmunizacion completa necesita90dias, porque lainmunidad |
que induce A. centrale se consolida lentamente. N

Si el traslado se efectia antes de ios tres meses se deben tomar precauciones
para evitar la infeccion natural con A. marginale en el lugar de destino hasta que
se haya cumplido el plazo indicado. La separacion de los animales del resto del
rodeo (unos 100 metros) ubicandolos cerca de las instalaciones resulta Gtil
porque permite el control mientras se van acostumbrando al nuevo habitat.

Establecimientos en zonas enzoéticas

En este caso lo importante es determinar en qué época y cual (es) agente (s)
es(son) responsable(s) del brote para aplicar la vacuna con suficiente antela-
cion. Las observaciones realizadas en el NEA indican que no existe una época
adecuada para todos los establecimientos porque la aparicién de brotes esta
intimamente relacionado a las medidas de manejo de cada establecimiento. De
todos modos, siempre se debe vacunar a los animales susceptibles antes del
ano de edad. Se pueden vacunar los terneros al pie de ia madre aun cuando
todavia estan presentes los anticuerpos calostrales, ya que éstos no interfieren
con el desarrollo de un estado inmunitario sélido.
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X. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
l. Preparacion de extendidos

El extendido (frotis) de sangre es facil de realizar y constituye ei elemento
esencial para confirmar el diagnéstico de una infeccién por Babesiay/o Anaplasma
y estimar la gravedad de la misma para implementar las medidas terapéuticas y de
control mas adecuadas.

1) Frotis finos

Se utilizan para diferenciar parasitos (Babesia, Anaplasma, Eperythrozoon, etc.)
y para estimar el nivel de parasitemia, la cual debe ser tenida en cuenta en la
interpretacién de los resultados de la observacién microscopica.

Es importante sefalar que si el frotis esta bien realizado, es decir, presenta una
capa delgada de glébulos y termina con una “cola” redondeada se facilita la
observacion. Esto depende del tamafio de la gota de sangre, y el &ngulo y estado
del borde del portacobjeto que se utiliza para extenderla.

Los portaobjetos a utilizar para la confeccion de extendidos deben estar limpios
y desengrasados.
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Frotis fino

Para realizar extendidos es conveniente de que se tome una muestra de sangre
periférica. B. bovis presenta la particularidad de concentrarse mas en sangre
capilar que en los vasos mas grandes, en cambio con B. bigemina 'y Anaplasma
sp. ocurre lo contrario. Sangre periférica puede ser obtenida por puncién de la
punta de la cola o borde de la oreja.
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a)

Para obtener la muestra de la punta de la cola se doblan hacia atras los pelos,
se cortan Gnicamente los de la punta (al soltar la cola los pelos cubren la punta
y se evitan miasis) y se limpia la zona que generalmente esta cubierta de

~ desechos y grasa (no utilizar alcohol, agua, etc., porque si la superficie queda

himeda la sangre fluye en una capa fina entre los pelos y no forma la gota),
posteriormente se realiza una puncién con una aguja limpia y presionando con
los dedos se obtiene una gota de sangre.

¥

Nota: para evitar la transmisién, especialmente Anaplasma sp, la aguja debe ser

b).

c)

d)

sumergida en alcohol antes de reutilizarla.

La gota de sangre es “levantada” con el portaobjeto y luego extendida con otro,
de manera que se obtenga una pelicula fina terminada en foma de “cola”. Esto
es particularmente importante por-
que los parasitos se acumulan al
final del frotis, lo cual facilita la
observacién microscépica.

Elfrotis debe secarse rapidamente
mediante flameado en el aire. Los
dias de elevada humedad el seca-
do es muy lento, y al menos que se
disponga de una fuente de calor,
se produce deterioro o lisis de los
glébulos rojos, lo cual dificulta la
posterior observacion.

Una vez que los extendidos estan
secos deben ser fijados en alcohol
metilico 0 en su defecto alcohol
etilico, tan pronto como sea posi-
ble, durante 30 o mas segundos. Si
los extendidos no son coloreados

Delgado
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enseguida, es conveniente que se los acondicione con papel y se los mantenga
en lugar seco. Para identificarlos puede utilizarse un lapiz comudn de grafito y
escribir sobre el extendido, tomando la precaucién de no hacerlo en la “cola”
del mismo porque es el lugar de mayor utilidad para la observacién. Se puede
identificar antes o después de fijario en alcohol.

2) Frotis grueso

Los frotis gruesos de sangre (Thick blood film. Mahoney y Saal, 1961) son de
suma utilidad para la deteccion de parasitemias muy bajas de Babesia, aunque no
es simple identificar la especie. Para Anaplasma esta técnica carece de utilidad.

Cuando son muy gruesos o no estan completamente secos se desprenden del
portaobjeto durante la coloracién. Siempre se los debe acompafar con un frotis
fino. Cuando el operador adquiere cierta practica puede realizar ambos en un

mismo portaobjeto (Figura).

c)

d)
e)

Colocar una gota de sangre capilar del tamafo de una cabeza de foésforo en
el portaobjeto, tocar suavemente la gota con el borde del portaobjeto y mas
adelante hacer el extendido fino.

Mediante movimiento circular, esparcir ei resto de la gota de sangre con el
angulo de otro portaobjeto durante 15-30" de manera que quede una gota de
0,5-1 cm de didmetro.

Mantener el frotis horizontal hasta que esté seco. Para que el proceso sea
mas rapido se lo puede introducir en una estufa a 40°C.

Fijar con alcohol metilico sumergiendo UNICAMENTE el frotis fino.
Tefir con Giemsa.

3) Improntas de 6rganos

Cuando se realizan frotis de 6rganos (excepto cerebroy cerebelo) se practica un
corte y se toca suavemente la superficie de corte con un portaobjeto para preparar
un frotis de impresion (impronta). Otra alternativa es presionar el érgano (rifién,
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musculo cardiaco), para obtener un poco de sangre capilar y luego se sigue la
metodologia de frotis fino.

Antes de ser fijados en alcohol metilico deben estar bien secos. La fijacién es
conveniente prolongarla a 1-8 minutos especialmente cuando hay mucho material.

4) Extendidos de cerebro y cerebelo

Frotis de cerebro y/o cerebeio son ampliamente utilizados para el diagnéstico
diferencial post-mortem entre B. bovis que se encuentra en elevado nimero y B.
bigemina que no se encuentra en este érgano. Durante la necropsia se extrae el
cerebro y se toma una pequefa muestra de la supertficie externa (materia gris); la
muestra es aplastada con otro portacbjeto y luego distribuida mediante movimien-
tos en zig-zag.

Los extendidos se dejan secar bien, se fijan 1-3 minutos en alcohol metilico y se
colorean con Giemsa 10%.

Para evitar la apertura del craneo, se puede extraer una muestra dé cerebglo a
través del agujero occipital y luego hacer un extendido de materia gris. Esta medida
es de particularimportancia en las zonas donde se registran casos clinicos de rabia
paresiante.

Il. Coloracion de extendidos

Para la tincion de extendidos se utiliza corrientemente la coloracién de Giemsa.
También pueden utilizarse la de Leishmann o May Grunwald-Giemsa.

El colorante de Giemsa se adquiere como solucién madre concentrada. Existen
muchas marcas comerciales y la mayoria son adecuadas pero es conveniente
familiarizarse con una de ellas respecto de la dilucién del colorante, pH del
diluyente, tiempo de tincion y coloracién diferencial, elementos que varian entre
marcas y aun entre partidas dentro de una misma marca.

La solucién madre se diluye en el momento de ser utilizada con una solucién
salina tamponada de pH 6.8-7.0, el excedente de colorante diluido debe descar-
tarse. E! tiempo de coloracion es proporcionai a la concentracién de colorante. La
dilucién corrientemente utilizada es 10% durante 30 minutos. Si se desea colorear
un elevado numero de extendidos puede utilizarse una solucion al 5% durante 45
minutos lo cual reducira el costo. Como elemento orientativo respecto de la
cantidad de colorante a preparar, se puede estimar que con 2.5-3 ml de solucion
colorante por portaobjeto es suficiente.
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Metodologia

1) Secar el frotis al aire 0 en dias humedos en estufa a 37-40°C.
2) Fijar en alcohol metilico. Frotis grueso NO deben fijarse.

3) Cubrir el portaobjeto con Giemsa 10% durante 30 minutos.

4) Lavar con agua. Dejar secar al aire o estufa a 37°C.

5) Los extendidos de sangre se observan con objetivos de inmersion de 100 X
de aumento. Para la observacion de frotis de cerebro es (itil usar objetivos de
pocos aumentos (10 X) para localizar los capilares y luego pasar a mayor
aumento para observar con detalle.

Solucidén salina tamponada

PO, H Na,. 2H,0 4849

PO, H, K 554

H,O destilada c.s.p. 100 mi
pH 6.8-7.0
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