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RESUMEN

La garrapata Rhipicephalus microplus es uno de los ectoparasitos mas importantes que
afecta al ganado bovino debido a las pérdidas que ocasiona. Es el Unico transmisor de
Babesia bovis y B. bigemina, asi como uno de los vectores de Anaplasma marginale,
agentes de la tristeza parasitaria bovina, lo que aumenta su importancia.

Los perjuicios que generan estos hemoparasitos pueden ser muy graves por las pérdidas
directas e indirectas que ocasionan en los establecimientos agropecuarios del Pais,
estando su control legislado desde hace muchas décadas.

El presente trabajo tuvo como objetivo principal realizar el diagndstico de seroprevalencia
de Babesia bovis, B. bigemina y Anaplasma marginale en 9 establecimientos dedicados a
la cria bovina ubicados en el Departamento de Tacuarembd que solo controlaban la
garrapata y no los hemoparésitos. Dicho Departamento se encuentra dentro de la
denominada zona de control para R. microplus y es frecuente que estos establecimientos
estén en inestabilidad enzodtica, sin conocimiento del productor. Se utilizé el suero de
aproximadamente 15 bovinos adultos y 15 terneros de sobreafio, para cada
establecimiento. Se aplico la técnica de inmunofluorescencia indirecta para el diagndéstico
de anticuerpos contra B. bigemina y B. bovis, y la técnica de Card Test para el diagnéstico
de anticuerpos contra A. marginale. Para cada técnica se utilizaron controles positivos y
negativos. Todos los establecimientos se encontraban en inestabilidad enzootica por lo
menos para uno de los agentes de tristeza parasitaria.

Los resultados obtenidos sugieren que en cualquiera de los establecimientos puede surgir
un brote de tristeza parasitaria por lo que se recomienda que se incorpore la utilizacion de
la hemovacuna a sus planes sanitarios.



SUMMARY

Rhipicephalus microplus (cattle tick) is one of the most important ectoparasites in the world
due to the losses it produces. It is the only transmitter of Babesia bovis and B. bigemina,
and one of the vectors of the Anaplasma marginale, which increases its importance.

The damages generated by these hemoparasites in Uruguay can be very serious due to
the direct and indirect losses that produces in farms. Control of these parasites has been
legislated during decades.

The present study aims to perform a diagnosis of seroprevalence in 9 breeding farms
located in the Department of Tacuarembd, Uruguay, which only controlled the tick and not
the hemoparasites. This department is located in an area of R. microplus control where the
enzootic instability is frequent without the farmer knowledge. Serum was used from 15
adult bovines and 15 super aged,for each establishment. The indirect immunofluorescence
technique was applied for the diagnosis of antibodies against B. bigemina and B. bovis,
and the Card Test technique for the diagnosis of antibodies against A. marginale. For each
technique, positive and negative controls were used.

All the establishments were in enzootic instability to at least one of the agents of sadness.
The results obtained suggest that an outbreak of parasitic sadness may arise in any of the
farms, which is why the implementation of the hemovaccine to their control plan is
recommended



1 INTRODUCCION

Las garrapatas y las enfermedades que éstas transmiten constituyen una de las
principales limitantes sanitarias en las regiones tropicales y subtropicales de todo el
mundo. En estas regiones la ganaderia es una importante fuente de ingreso y uno de los
principales recursos alimenticios (Vanzini y Ramirez,1994). El 80% del ganado bovino del
mundo se encuentra afectado por Rhipicephalus microplus e incluso existen regiones en
las cuales la ganaderia no se ha podido establecer a causa de esta problematica (FAO,
2004).

Debido a que las garrapatas son pardsitos obligatorios, se han distribuido por todo el
mundo con sus hospederos (Romano,1994). En el transcurso de los siglos XVI a XVIII, R.
microplus se introdujo en América junto con el ganado en pie traido por los
conquistadores y al encontrar tierra fértil para el desarrollo, los bovinos y sus parasitos se
expandieron rapidamente por todo el continente (Cardozo y Franchi,1994).

Uruguay es un pais con tradicion en la lucha contra la garrapata comun del ganado (R.
microplus). La ley 3.606 del 13 de abril de 1910 contemplaba especificamente el control
de la tristeza parasitaria entre las enfermedades de los animales que darian lugar a la
aplicacion de medidas sanitarias. Posteriormente, en 1926, se resolvio legislar también la
garrapata, dado que no era posible combatir la tristeza sin controlar la garrapata que la
transmite (articulo 2° de la ley del 13 de abril de 1910). Trabajos realizados por el Dr.
Miguel C. Rubino en la década de 1930 relacionados con “Garrapata, Tristeza y
Premuniciéon” destacaban la importancia de los hemoparasitos en la salud y produccion
pecuaria de Uruguay (Solari,2006). En 1940, se promulgoé la primera Ley de “Lucha contra
la garrapata” (Ley N° 9.965) y por decreto se creo el “Servicio de proteccion contra la
tristeza” (Pasturino y Quinones,1963). En 1953, luego de haber logrado la erradicacion de
los brotes al sur y sureste del pais, se aprueba una nueva ley que determina la
erradicacion de la garrapata en todo el territorio nacional.

En 2008 se aprobo la Ley N°18.268 actualmente vigente, que divide al pais segun el
riesgo epidemiolégico, determinando que no existen posibilidades de erradicar el parasito.
Los establecimientos son categorizados basados en su ubicacion geografica, carga
parasitaria, resistencia a los acaricidas y riesgo de enfermedades asociadas. Por lo tanto,
se establece una normativa que divide al pais en zonas donde se debe erradicar o
controlar a la garrapata (Errico y col., 2009).

Dichas zonas son las siguientes y se ilustran en la Figura 1: 1.Zona o Area Libre: es
aquella en la cual no esta presente la garrapata, ya sea por intervencién planificada por la
Autoridad Sanitaria y/o por condiciones ambientales en la cual no prospera el
ectoparasito; 2.Zona o Area de Control: es aquella en la cual la garrapata se encuentra
presente y la Autoridad Sanitaria establece medidas tendientes a disminuir la prevalencia
del ectoparéasito y de las enfermedades transmitidas por el mismo (MGAP-DIGESEGA,
2009).



ZONAS EPIDEMIOLOGICAS DE GARRAPATA
Boophilus microgplus

Fuante: DSA/Departameanto de Programas Samitarios

Figura 1: Zonas epidemiolégicas de la garrapata Rhipicephalus microplus en el Uruguay.
Fuente: MGAP-DIGESEGA, 20009.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

En América, existen varios géneros de garrapatas parasitando a los bovinos. La especie
mas importante es R. microplus debido a las pérdidas causadas por su accion expoliatriz
y por la transmision de agentes de enfermedades. Aunque Uruguay se encuentra ubicado
en una zona marginal para el desarrollo de R. microplus, el 70% de los establecimientos
ubicados al Norte del Rio Negro y el 45% de los del Sur se encuentran infestados con
garrapata (Servicios técnicos MGAP). Este ectoparasito provoca pérdidas anuales
estimadas en 32,8 millones de délares (Avila,1998).

De los cinco géneros de garrapatas presentes en nuestro pais, la especie R. microplus es
el vector responsable de transmitir a los bovinos dos protozoarios y una rickettsia:
Babesia bovis y B. bigemina, agentes de la enfermedad denominada babesiosis,
Anaplasma marginale, que causa la anaplasmosis. La anaplasmosis, a su vez, puede ser
transmitida mecanicamente por dipteros hematofagos y fomites o de forma iatrogénica
(Castro y Trenchi, 1955; Guglielmone,1995).Estos agentes son responsables del
sindrome conocido como “tristeza parasitaria” y los perjuicios generados por éste pueden
ser muy graves, ya sea por las pérdidas directas (muerte de animales y disminucién de la
produccién de carne o leche) e indirectas (gastos en tratamientos, asistencia técnica y
dificultad en la comercializacién) que provocan (Sutherst y Kerr, 1986). En Uruguay, sélo
por muertes y tratamientos, se han estimado pérdidas de 7,3 délares por animal/afio en
establecimientos donde la garrapata esta presente (Solari, 2006).

En el Departamento de Parasitologia (MGAP) existe una historia epidemiélogica que data
de la década de 1980. De 308 casos clinicos, el 49,3% fueron causados por B. bovis,
mientras que por B. bigemina fueron un 12,9% y A. marginale 37,8%. La dispersion fue
similar en todo el pais excepto en el area libre de garrapata (suroeste) donde no se
registraron casos. Si bien estos datos son sesgados, se habla de una tendencia de
presentacion dado que el comportamiento se repite a través de los afios por lo que se
pueden tomar como indicadores de proyeccion (Solari, 2006). En 2003 en un estudio
realizado para CODESA se obtuvo un diagnostico parecido al histérico, con una
coincidencia de 49% para Babesia spp y 51% para Anaplasmosis (informe a CODESA
2003, citado en Solari 2006).

Segun registros de los laboratorios de diagnéstico de la Division de Laboratorios
Veterinarios Miguel C. Rubino (DILAVE), los cuales fueron recopilados durante 21 afios
(1993-2013) en Uruguay, se diagnosticaron 274 focos de hematozoarios, de los cuales
189 correspondian a Babesia spp (69%), 74 a A. marginale (27%) y 11 a ambos agentes
(4%) (Buroni, 2014). La mortalidad global promedio de ambas enfermedades (babesiosis
y anaplasmosis) fue estimada en 4,3% (Solari, 2006).

Rhipicephalus microplus es una garrapata de un sélo hospedero; pasa todos sus estadios
de vida parasitaria (larva, ninfa y adulto) sobre un mismo animal. Esta fase parasitaria en
la mayoria de los casos dura 23 dias, con un rango de 20,5 a 42 dias en casos extremos
(Nufez y col., 1982).

Las larvas son las que inician el ciclo parasitario. Luego de la eclosion de los huevos,
éstas suben por las pasturas (geotropismo negativo) formando conglomerados a la espera
de un hospedero. Las larvas poseen reservas que le permiten una importante
supervivencia en el ambiente, la muerte de estas se debe al agotamiento de estas
reservas, al frio y a la desecacion (FAO, 2004). En Uruguay, se observo la mayor
supervivencia de larvas nacidas entre abril y mayo, provenientes de las teledginas
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expuestas en febrero y marzo (109 a 188 dias), sobreviviendo los meses frios de invierno
hasta noviembre (Cardozo y col., 1984).

La tasa de encuentro entre la larva y su hospedero est4 determinada en gran parte por la
densidad de larvas disponibles en las pasturas, la dotacion de hospederos susceptibles, la
topografia del terreno y la época del afio (Floyd, 1987). Del total de larvas que suben a un
bovino muchas de ellas no logran fijarse y dentro de las primeras 24 horas el 90% de ellas
pueden llegar a morir (Jonsson y Piper, 2007). En Uruguay se observé una mayor oferta
de larvas en los meses de otofio, mientras que, en invierno la actividad larval disminuye y
los bovinos susceptibles son parasitados en pequefias cantidades (Cardozo y Franchi,
1994; Cuore y col., 2013).

Una vez en el bovino, la larva se alimenta y evoluciona a ninfa previa muda del
exoesqueleto (metalarva). Es muy dificil visualizarla, dado que es muy pequeiia (0,5-
0,4mm). La larva es la encargada de transmitir a los bovinos B. bovis, la cual se encuentra
en la glandula salival de la garrapata y cuando ésta succiona la sangre, reactiva e inocula
el agente (Riek, 1966).

La metalarva es la primera etapa de muda y aparece entre 3 a 4 dias del ciclo. Su
observacion es mas facil dado que mide 1mm y es de color blanquecino. Una vez que
transcurre la primera muda, a los 9 dias del ciclo eclosiona la ninfa, la misma mide 1mmy
se fija, se alimenta y luego se inmoviliza para dar comienzo a la segunda etapa de muda.
La metaninfa, de mayor tamafio (2,5-4mm) aparece a los 13 dias del ciclo. Posteriormente
comienza la etapa de adulto, donde comienza la diferenciacion sexual (Cardozo y Franchi,
1994). La ninfa y el adulto seran los encargados de inocular B. bigemina al bovino la cual
se va acumulando en las glandulas salivales de la garrapata (Riek, 1964).

Los machos de R. microplus son los primeros en emerger. Miden 2,5 x 1,3mm y son muy
moviles, se prenden y desprenden varias veces para alimentarse en busqueda de
hembras para fecundar. Es la Unica etapa que puede pasar de un bovino a otro (Cuore y
col., 2013). La relevancia de este estadio esta relacionada con la transmisién de A.
marginale de manera intraestadial que puede ser llevada a cabo por los machos adultos
de las garrapatas (Kocan y col., 2000).

A partir de los 14,5 dias del ciclo se observan las primeras nedginas, luego la partendgina
la cual crece e incrementa su peso un 80%. Estas Ultimas comienzan a estar semi-
ingurgitadas entre los dias 17 y 18 esperando la copula. Si no son fecundadas mueren en
este estadio, de lo contrario continian hasta completar el ciclo y pasar a teledgina que es
cuando se ingurgita completamente de sangre, y se desprende del bovino, cayendo al
suelo e iniciandose el ciclo no parasitario. En las Ultimas 24 horas de su fase parasitaria,
las hembras adultas realizan la mayor ingesta de sangre y es aqui cuando se infestan con
eritrocitos parasitados. Aunque existan parasitos circulantes solo se infectaran las
garrapatas en esta fase y no en estadios anteriores como larvas, ninfas o adultas (Callow,
1968). Cuanto mayor porcentaje de eritrocitos parasitados mayores seran las
posibilidades de infectarse, aunque en distintas circunstancias se ha demostrado que el
portador crénico de hemoparasitos es capaz de infectar a la garrapata (Solari, 1987; Solari
y Quintana, 1994).

La teledgina, mide de 8 a 13mm y pesa aproximadamente 0,24 gramos. Las posturas
maximas por teledgina varian entre los 1000 a 4500 huevos, considerandose que
normalmente ponen alrededor de 2300 huevos (Bennet, 1974).
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Figura 2: Ciclo biologico de Rhipicephalus microplus. Fuente: Nufiez y col., 1982.

Una vez que la garrapata cae busca reparo (lugares sombrios y protegidos) y comienza la
ovipostura denominandose protoquia (Cardozo y Franchi, 1994). Cuando la teledgina
comienza a oviponer, se le denomina kendgina, y ambos estadios, conjuntamente con los
huevos y las larvas son parte del ciclo no parasitario que, en condiciones naturales dura
entre 2,5 a 10 meses como maximo. La duracion de este periodo esta influida por las
condiciones de temperatura y humedad (Cuore y col., 2013).

El periodo entre el inicio y la finalizacion de la ovipostura (ootoquia) dura en promedio 14
dias, dependiendo de las condiciones climaticas. En condiciones ideales el porcentaje de
eclosion llega al 85%, mientras que en condiciones adversas (verano o invierno) puede
eclosionar so6lo una parte de la masa de huevo o emerger pocas larvas viables. En
invierno (mayo-julio) hay una interrupcién del ciclo no parasitario, a menos que ocurra
bajo la proteccion del monte (Sanchis y col., 2008). En la Figura 2 se esquematiza el ciclo
bioldgico de R. microplus.

Desde 1975 en el Departamento de Parasitologia de la DILAVE, se han llevado a cabo
estudios sobre la ecologia de R. microplus en diferentes zonas del pais. Dichos estudios
comprobaron que, dependiendo la zona y el afio, se presentan de 1,5 a 3,5
generaciones/afio y con una viabilidad maxima de 8 a 10 meses fuera del hospedero (Nari
y col.,, 1979; Cardozo y col., 1984; Sanchis y col.,, 2008). La primera generacién se
presenta a la salida del invierno entre los meses de julio y noviembre con 0,2 a 3,4
garrapatas promedio por animal; la segunda generacién transcurre en los meses de
noviembre a febrero, fines de primavera y comienzo de verano y se encontraron 3,4 a
24,5 garrapatas por animal; el pico de la tercera generacion (febrero a junio) se presenta
en los meses de otofio, pudiéndose encontrar 24,4 a 417 garrapatas por animal (Petraccia
y col., 1988; Cardozo y Franchi, 1994).
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La supervivencia del parasito de la tercera generacion a la primera generacion del
siguiente afo estaria dada por las larvas provenientes de las teledginas caidas en enero,
febrero y marzo, asi como por los huevos depositados por las garrapatas caidas en abril
(Cuore y col., 2013).

Desde el punto de vista epidemioldgico, la tercera generacion es la mas importante
debido a que estas garrapatas aportaran una oferta importante de huevos y larvas que
seran las encargadas de formar la primera generacion del afio proximo. Dificilmente el
invierno interrumpa en forma total el desarrollo del ciclo no parasitario, esto puede
suceder en aquellas teledginas que caen en invierno que no ponen huevos (Cuore y col.,
2013).

Junto con los estudios de dindmica poblacional (Petraccia y col., 1988), Nari y Solari
(1990) disefiaron un modelo epidemiologico conceptual que se observa en la Figura 3.

»
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Figura 3. Modelo epidemioldgico conceptual de Rhipicephalus microplus en Uruguay.
Fuente: Nari,1990.

Considerando las caracteristicas del modelo la hipétesis del principal mecanismo
epidemiologico de transmision de Babesia spp. estaria basada en que la garrapata se
reinfecta en cada temporada (otofio) al coincidir con una alta poblacion de bovinos
parasitados con R. microplus y hemoparasitos (Solari, 2006).
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2.1 Babesia spp.

Babés en 1888 en Rumania fue el primero en describir al parasito Babesia en la sangre
de animales. A su vez, Smith y Kilborne (1893) demostraron que este protozoario
intraeritrocitario era responsable de la Fiebre de Texas, un cuadro febril agudo que
afectaba a los bovinos del Sur de Estados Unidos y que era transmitida por garrapatas. Ya
en 1930 Babesia spp. habia sido descripta en todas las especies de animales domésticos,
su distribucion geogréfica era mundial y las garrapatas eran consideradas sus Unicos
hospederos invertebrados.

2.1.1 Clasificacion

Levine (1971) describo la clasificacion taxondmica de la clase piroplasmasida e incluyé 71
especies (Tabla 1). Todos sus hospederos definitivos identificados hasta el momento son
garrapatas duras de la familia Ixodidade (Kuttler, 1988). La transmision entre hospederos
vertebrados siempre es interrumpida por una fase de reproduccion sexuada en la
garrapata.

TABLA 1: Clasificacion taxonémica de Babesia spp.

Rama Protozoa
Subrama Apicomplexa
Clase Piroplasmasida
Orden Piroplasmorida
Familia Babesiidae
Género Babesia

Fuente: Levine (1971)

2.1.2 Morfologia

Babesia. bigemina es grande, pleomorfica, se observa y se identifica por un par de
corpusculos en forma de pera, unidos en angulo agudo dentro del eritrocito maduro Miden
entre 4 y 5um de longitud, por 2 a 3um de didmetro. Segun la fase de desarrollo pueden
aparecer formas redondeadas, ovaladas o irregulares (Soulsby, 1987). Mientras que B.
bovis, es un parasito pequefio, piriforme, redondo o ameboide, algunos aparecen con una
vacuola, dando el aspecto de anillos. Miden 2,4um por 1,5um (Quiroz, 2000). En la Figura
4 se observa la morfologia caracteristica de B. bigemina y B. bovis.
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Figura 4: A) Babesia bigemina en eritrocitos bovinos. Frotis tefiido con Giemsa. B)
Babesia bovis en eritrocitos bovinos. Frotis tefiido con Giemsa. Fuente: Mosqueda y col.,
2012.

Se reconoce como hospedero de B. bovis y B. bigemina a la garrapata R. microplus en la
mayoria de las zonas ganaderas del mundo. Sin embargo, en México esta funcion es
compartida con la garrapata Boophilus annulatus (Alonso y col., 1992).

2.1.3 Ciclo bioldgico de B. bovis y B. bigemina

Consiste en una fase de multiplicacién asexuada en el bovino y otra de reproduccién
sexuada en R. microplus (Riek, 1968). En el bovino se encuentran en los eritrocitos, a los
cudles ingresan a través de su complejo apical y luego por fisién binaria se transforman
en trofozoito y merozoito. Los merozoitos no evolucionan hasta no ser ingeridos por una
garrapata. Luego en el intestino de la garrapata se transforman en gametos (masculinos y
femeninos) fusionandose y formando el cigoto. Posteriormente por multiplicacién derivan
en vermiculos (células poliploides) que pasan de la hemolinfa a los 6rganos de la
reproduccion en diferentes ciclos (Bock y col., 2004).

Babesia spp. queda libre en el intestino de la garrapata y en 3-4 dias pasan por la
hemolinfa a varios organelos, incluidos los ovarios donde ocurre la transmision
transovarica, resultando infectados los futuros huevos. La larva infectada parasita al
bovino y en 24-72 horas se reactiva las B. bovis que estan en las glandulas salivales y
son inoculadas al bovino (Riek, 1966). La transmision de B. bigemina puede ocurrir entre
8-10 dias después de que la larva se prende; cuando alcanza el estadio de ninfa (Riek,
1964) o en estadios posteriores (Guglielmone y col, 1981).

El periodo de incubacion en el bovino es de 7 dias, en este tiempo los merozoitos se
multiplican invadiendo y destruyendo sucesivamente los eritrocitos; primero con formas
anaplasmoides, que es el primer estadio evolutivo, luego con formas en division
(biparticion transversal) y finalmente formas adultas; redondas y pequefas
correspondientes a B. bovis o elementos piriformes unidos en angulos correspondientes a
B. bigemina (Weber y Friedhoff, 1977). En la figura 5 se esquematiza el ciclo biologico de
B. bovis.
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2.2 Anaplasma marginale

Respecto a la anaplasmosis, son amplias y muy variadas las formas en que puede
transmitirse el parasito y dependen de la presencia de vectores (biol6gicos y mecanicos),
la existencia de animales susceptibles y de condiciones ecologicas favorables (Palmer y
McElwain, 1995). También se produce una transmision directa de la vaca al ternero por
via transplacentaria (Paine y Miller, 1977; Norton y col., 1983; Zaugg, 1985). A diferencia
de lo que sucede con Babesia spp. en el caso de Anaplasma spp. la garrapata actla
exclusivamente como vector, resultando en una situacion epidemiolégica bastante
diferente (Solari y col., 2013).

En Uruguay la garrapata comdn del ganado es el principal vector de la anaplasmosis
debido a que: 1) en general la enfermedad se presenta en bovinos parasitados con R.
microplus, 2) las prevalencias serolégicas de Babesia spp., A. marginale y el vector (R.
microplus) coinciden, 3) ocurren brotes mixtos que sugiere un origen comun (Solari y
Quintana, 1994). Esto no descarta la posibilidad de otras vias de transmision tales como
otras garrapatas, dipteros hematéfagos (tdbanos, moscas y mosquitos) (Guglielmone,
1991) que también estan presentes en el pais.

En el afio 2017, en un predio lechero de Lavalleja, se realiz6 el diagndstico de un caso de
tristeza parasitaria sin presencia de R. microplus. Se tratd de una epidemia de origen
puntual dado que todos los casos ocurrieron dentro del méximo periodo de incubacion de
la enfermedad (120 dias para anaplasmosis). El diagnéstico etiologico se realizé por
improntas de 6rganos, frotis sanguineo y PCR. En la necropsia se encontré la carcasa
anémica, ictericia moderada, marcada esplenomegalia con hiperplasia de la pulpa blanca
y el higado aumentado de tamafio, de color amarillo/naranja y con patron lobulillar muy
marcado en la superficie de corte, que a la histopatologia correspondia a una
degeneracion y necrosis hepatocitica paracentral de origen anémico. En los frotis de
sangre se identific6 A. marginale y las muestras de bazo que se estudiaron por PCR,
fueron positivas para A. marginale y negativas para Babesia spp. (Dutra, 2017).

Theiler (1910) utilizé el término “Anaplasma” para describir un pequefio microorganismo
(corpusculo) presente en los eritrocitos de bovinos africanos que sufrian de una anemia
infecciosa aguda. El autor fue el primero en considerar estos corpusculos como
representantes de un nuevo género de pardsito y, debido a la carencia de pared
citoplasmatica y a su localizacién marginal dentro del glébulo rojo propuso el nombre de
Anaplasma marginale, a la enfermedad que este agente produce la denomind
Anaplasmosis. Kreir y Ristic (1973), basandose en las caracteristicas morfolégicas del
Anaplasma, como la ausencia de nucleo y organelos, la clasificaron dentro de la familia
Anaplasmataceae del orden Rickettsiales. También se encuentra en esta familia A.
centrale apatdgeno con una ubicacion mas central.

2.2.1 Morfologia

A. marginale se localiza en los bordes de los hematies en forma de corpusculos
puntiformes, redondos u ovales de 0,3 a 0,8um de diametro, aislados, rara vez en parejas
y compuestos Unicamente de sustancias cromatinicas (Hutyra y col., 1973). La morfologia
de A. marginale se observa en la Figura 6.
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Figure 4. Photomicrograph of Giemsa stained blood smear showing Anaplasma
marginale.

Figura 6: Anaplasma marginale en eritrocitos bovinos. Frotis tefildo con Giemsa. Fuente:
Salih y col., 2015.

2.2.2 Ciclo bioldgico de A. marginale

En los hospederos vertebrados, Anaplasma spp. infecta a los eritrocitos con la formacion
de una vacuola derivada de dichos eritrocitos, alrededor del organismo (Francis y col.,
1979). Cada organismo contiene los cuerpos iniciales que consisten en agregados
granulares densos rodeados por una doble membrana. ElI microorganismo se replica
dentro del eritrocito por fision binaria para formar hasta ocho organismos individuales
dentro de wuna vacuola simple (Ristic y Watrach, 1963). Posteriormente los
microorganismos salen del eritrocito, utilizando mecanismos aparentemente no liticos e
infectan otros eritrocitos (Erp y Fahrney, 1975).

El ciclo de desarrollo de A. marginale en garrapatas es complejo y coordinado con el ciclo
de alimentacién (Kocan, 1986; Kocan y col., 1992; Kocan y col., 1996). El mismo se
encuentra ilustrado en la Figura 7. Comienza en las células del intestino medio, siguiendo
con las células musculares del mismo, después muchos otros tejidos de la garrapata
llegan a ser infectados, incluyendo las glandulas salivales, de donde la rickettsia se
transmite al hospedero vertebrado durante la alimentacion. En cada sitio de desarrollo en
la garrapata, A. marginale se multiplica dentro de inclusiones unidas a las membranas,
llamadas vacuolas o colonias. Cada ciclo involucra dos estadios: la primera forma de A.
marginale vista dentro de la colonia es la forma reticular (vegetativa), que divide por fision
binaria, formando colonias grandes que pueden contener cientos de organismos. La forma
reticular cambia a la forma densa, que es la forma infecciosa y que puede sobrevivir fuera
de las células del hospedero. El bovino es infectado con A. marginale cuando la forma
densa es transmitida durante la alimentacién de la garrapata a través de las glandulas
salivales (Kocan y col., 2003).
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Figura 7: Ciclo de desarrollo de Anaplasma marginale en bovinos y garrapatas (Kocan y
col., 2003).

2.3 Tristeza parasitaria

Popularmente estas enfermedades son enmarcadas dentro del complejo “tristeza
parasitaria bovina” (Suarez y Noh, 2011). Son enfermedades de alta letalidad en bovinos
mayores de dos afios, moderadamente severa en sobreafio y leve o subclinica en
terneros menores de un afio (Solari y col., 2013).

Esto se debe a que los terneros hasta los dos meses adquieren resistencia en forma
pasiva por la ingesta de anticuerpos calostrales. Luego hay una inmunidad innata entre
los 3 a 9 meses de edad, por lo que los animales que se enferman en este periodo no
manifiestan sintomas clinicos y desarrollan inmunidad sélida por largo tiempo (Mahoney y
col., 1973). Esta situacion provoca la produccion constante de anticuerpos y por medio de
la serologia se podria conocer qué animales fueron afectados y los vulnerables a
enfermar en el futuro (Solari, 2006).

En referencia a la babesiosis, los animales infectados desarrollan una inmunidad de por
vida frente a la reinfeccion con las mismas especies. También existe un grado de
proteccion cruzada en los animales inmunes a B. bigemina frente a las infecciones
posteriores por B. bovis. Los terneros raramente muestran sintomas de la enfermedad
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después de la infeccion, independientemente de la especie de Babesia implicada o el
estado inmune de las madres (Christensson, 1987).

La presentacion de los brotes de piroplasmosis es generalmente aguda, ocurre en un
periodo aproximado de 10 dias con un 2,5 % de morbilidad y un 1,6% de mortalidad. La
anaplasmosis generalmente tiene una presentacién individual con muertes en goteo por
su largo periodo de prepatencia (20-60 dias). La distribucion estacional coincide en el
caso de la babesiosis con la evolucién de la garrapata apareciendo entre marzo y mayo
cuando hay un mayor numero de garrapatas parasitando al bovino y la posibilidad de
transmision de estos agentes es mayor. Sin embargo, la anaplasmosis esta mas dispersa
en el tiempo debido a que su tiempo de incubacién es notoriamente superior (Solari y col.,
2007).

2.3.1 Signos clinicos

Los principales signos clinicos en un foco de tristeza parasitaria son anemia, fiebre,
depresion, ictericia, muerte subita, debilidad, ataxia, aborto, hemoglobinuria y temblores. A
la revisacion clinica las mucosas se presentan palidas y en un examen mas profundo se
puede observar ictericia (icteroanemia). La hemoglobinuria s6lo se observa en la
babesiosis por B. bigemina (Solari y col., 2013).

El periodo de incubacion oscila entre 6 a 15 dias luego de la infeccion para B. bovis y 15
dias para B. bigemina (Guglielmone y col., 1981). Para la anaplasmosis, este periodo
varia de acuerdo con el inéculo entre 20 a mas de 60 dias. La babesiosis se presenta en
brotes generalmente de forma aguda mientras que la anaplasmosis se caracteriza porque
los enfermos se presentan individualmente y la muerte se da en forma de goteo (Solari,
2006). B. bovis es mucho mas patdégena que B. bigemina al inducir un fenémeno de
coagulacion intravascular diseminada, lo que origina un cuadro de tipo hemorragico en
diversos érganos y posibles alteraciones en el sistema nervioso, al bloquearse el riego
sanguineo al cerebro (Carrique y Ribera., 2000).

Los hallazgos macro y microscépicos de la tristeza no son patognomonicos, pero si
altamente especificos por lo que siempre se recomienda proceder al examen postmortem
(necropsia) de animales muertos (Fry y McGavin, 2007).

2.3.2 Datos de necropsia

La patologia de la babesiosis es tipica de una anemia hemolitica intravascular complicada
con lesiones indicativas de falla circulatoria (Patarroyo y col., 1982). A la necropsia la
carcasa se encuentra palida y con ictericia de severidad variable, la sangre se presenta
como diluida en agua y el plasma de color rosado debido a la hemoglobinemia. El higado
estd aumentado de tamafio, congestivo y de color amarillo-naranja, y es frecuente que la
vesicula biliar se encuentre llena. Los rifiones estan edematosos y con irregularidades, su
corteza de color negro y la orina es de color "vino oporto" debido a la hemoglobinuria. El
bazo presenta esplenomegalia congestiva marcada y al corte exuda sangre y el tejido
esplénico se encuentra oscuro. En casos de babesiosis nerviosa, las lesiones encefalicas
son distintivas de la B. bovis por la caracteristica de este hemoparasito de acumularse en
grandes cantidades en los capilares cerebrales de los animales afectados (Buening,
1991). Dichas lesiones no se observan en la B. bigemina (Callow y McGavin, 1963;
Rodriguez y col., 2005; Barros y col., 2006).
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En la anaplasmosis las lesiones se deben a la hemdlisis extravascular por eritrofagocitosis
de los eritrocitos infestados que expresan antigenos que inducen a los macrofagos a la
autofagocitosis. Los eritrocitos infestados se eliminan del torrente circulatorio mediante
fagocitosis por las células del reticulo endotelial del bazo, higado y nddulos linfaticos;
induciéndose el desarrollo de una fase de inflamacion aguda (Richey y Palmer, 1990). La
destruccion intracelular de los eritrocitos explica la hemosiderosis marcada que se
observa en higado y bazo (Fry y McGavin, 2007). A la necropsia la anemia suele ser mas
marcada mientras que la ictericia es mas discreta. El corazén aparece flacido y anémico.
El higado se presenta de color naranja oscuro (colestasis) y generalmente muestra un
patréon lobulillar debido a la degeneracién y necrosis hepatocitica periacinar de origen
anémico. El bazo presenta esplenomegalia congestiva, pero es firme y carnoso. En la
anaplasmosis nunca hay hemoglobinuria ni nefrosis hemoglobinarica (Aubry y Geale,
2011; Fry y McGavin, 2007).

En nuestro pais son relativamente pocas las enfermedades similares a la tristeza
parasitaria. Dentro de las posibles causas a considerar la mas importante es la
hemoglobinuria bacilar por Clostridium haemolyticum, seguida por la hematuria enzoética
causada por el helecho (Pteridium aquilinum), leptospirosis aguda, plantas toxicas que
cursan con ictericia y colestasis y fotosensibilizacion hepatégena (Aleman y Carlsson,
2009).

2.3.3 Diagndstico

Existen varias técnicas diagndsticas para hemoparasitos. Las técnicas directas son:
tincion de frotis de sangre con Giemsa o Wright, improntas de érganos y reaccion en
cadena de polimerasa (PCR); mientras que las indirectas son: inoculacion en bovinos
susceptibles y técnicas seroldgicas: ELISA (enzimoinumoandlisis), inmunofluorescencia
indirecta (IFI) aglutinacion en tarjeta (IICA-Red Hemoparasitos, 1985; Azambuja y col.,
1994; Azamabuja y Gayo, 1995; Cardozo y col., 1992).

Para babesiosis el método tradicional de identificacion del agente en los animales
infectados es el examen microscépico de frotis tefiidos finos y gruesos de sangre. En los
extendidos finos las caracteristicas morfologicas de los parasitos sanguineos se observan
mejor, sin embargo, los frotis gruesos permiten examinar una mayor cantidad de sangre,
lo cual aumenta la probabilidad de detectar infecciones leves. Se puede recurrir a las
tinciones de tipo Romanowsky y sus modificaciones (Giemsa, Leishman, Wright)
(Dominguez, 1992). Normalmente, esta técnica es adecuada para la deteccion de las
infecciones agudas, pero no para la deteccion de los portadores donde las parasitemias
son en su mayoria muy bajas (OIE, 2008). En estos casos se utilizan pruebas serolégicas
para detectar la presencia de anticuerpos.

La prueba de IFI es utilizada para detectar anticuerpos frente a Babesia spp., aunque el
ensayo tiene una especificidad baja en B. bigemina. En la prueba de IFI para B. bigemina
las reacciones cruzadas con anticuerpos frente a B. bovis son un problema especial en
las areas donde coexisten los dos parasitos (OIE, 2008).

Se ha evaluado ampliamente el empleo de ELISA para el diagnéstico de la infeccion por
B. bovis utilizando un antigeno del merozoito (Molloy y col., 1998). Se han desarrollado,
aunque no se han validado, pruebas de ELISA competitivo en las que se utilizan
antigenos recombinantes de B. bovis asociados a la superficie y al organelo secretor de
los merozoitos (Boonchit y col., 2004). A pesar de los esfuerzos de varios investigadores,
aun no se dispone de un ELISA validado para B. bigemina. Lo normal es que los ELISA
para anticuerpos contra B. bigemina tengan una escasa especificidad (OIE, 2008).



Para la deteccion de la respuesta inmunitaria en anaplasmosis son varias las técnicas
descritas: prueba de aglutinacion en placa (CAT); fijacion del complemento (CF); ELISA,
IFIl. Por lo general, a no ser que los animales hayan sido tratados o se encuentren en una
fase muy inicial de la infeccidén (<14 dias), en la mayoria de los laboratorios los métodos
de eleccion para identificar los animales infectados son enzimoinmunoandlisis de
competicion (C-ELISA), ELISA indirecto (I-ELISA) o CAT (OIE, 2015).

Las ventajas de la CAT son que es una técnica que puede realizarse tanto en el
laboratorio como en el campo, y que proporciona el resultado en unos pocos minutos. Sin
embargo, las reacciones inespecificas pueden ser un problema, y la subjetividad de la
interpretacion de las reacciones en las pruebas puede tener como consecuencia
resultados contradictorios (OIE, 2015).

Por su parte la serologia tiene varias utilidades a saber (Solari, 2006):

v Luego de un brote es posible evaluar la situacion del rodeo y determinar el riesgo
futuro

v Aproxima a determinar la causa del problema.
v Permite analizar el estado de situacién inmunologica del establecimiento.

Se define equilibrio enzodético cuando menos del 20% o mas del 79% de los animales
sean seropositivos a la presencia del agente. Cuando el porcentaje de animales
seropositivos se encuentre entre 20% y 79%, se considerara que esta en desequilibrio
enzootico para dicho agente (Solari y col., 2013).

La presencia de anticuerpos indica si hubo o no contacto con hemoparasitos. Si
realizamos una evaluacion por categorias observamos que el resultado en los terneros
sefiala el indice de transmision especifico de la Ultima temporada de garrapatas y con
estos resultados se puede advertir la situacién de riesgo del rodeo (Solari y col., 2013).
Para poder determinar el riesgo de ocurrencia de brotes, se debe sangrar las categorias
de adulto y terneros (10 % del rodeo, maximo 20 muestras) (Cuore y col., 2016).

2.3.4 Tratamiento, medidas de control y prevencion

Existen en plaza dos principios activos que son de utilidad para tratar o prevenir las
afecciones causadas por Babesia spp. Uno de ellos es aceturato de diaminazene (3.5
mg/kg de peso vivo) que interfiere en la glucdlisis aerdbica y en la sintesis de ADN
actuando mas en la multiplicacion. El otro principio activo es el dipripionato de imidocarbo
(1-2 mg/kg de peso vivo), que actia directamente sobre el parasito causando una
alteracion en el numero y tamafo de los ndcleos y en la morfologia del citoplasma. El
tratamiento de anaplasmosis se realiza con compuestos a base de tetraciclinas con dosis
de 5, 10, 20 mg/kg de peso vivo. Vanzini y Ramirez (1994) comprobaron que dos a tres
dosis de oxitetraciclina de accion prolongada, con 7 dias de intervalo pueden lograr
esterilizar la infestacion (Solari y col., 2013).

Erradicar la garrapata de los establecimientos es una forma de prevenir la tristeza, y en el
caso de la anaplasmosis, es necesario a su vez evitar la transmision iatrogénica (Suarez y
Noh, 2011). La erradicacion del vector muchas veces es inviable y los tratamientos
guimioterapicos para la tristeza parasitaria por si solos no evitan las pérdidas productivas
causadas por esta enfermedad (Guglielmone, 1995).
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Es posible inferir que, por las condiciones ecoldgicas del Uruguay, los terneros en general
no reciben un desafio suficiente de garrapatas infestadas como para inmunizarse
naturalmente. Esto se debe a que la mayoria de las vacas paren durante las dos primeras
generaciones de garrapatas y los terneros no reciben un desafio suficiente y que luego en
el invierno el desafio larvario es menor o esta reducido. En consecuencia, al siguiente afio
cuando estos terneros son susceptibles a enfermar (sobreafio) por no estar protegidos por
inmunidad natural es cuando pueden producirse los brotes (Solari y col.,, 2013). En
aquellos establecimientos cuyas condiciones ecoldgicas permitan un mayor reservorio y
por ende mayor desafio con larvas infestadas permitiran una estabilidad enzodética natural
(Solariy col., 1991).

Para prevenir brotes de la enfermedad en establecimientos con inestabilidad enzodtica, se
debe utilizar la vacuna con organismos vivos atenuados de Babesia spp. y con A. centrale
(heterdlogo de A. marginale), que proveen inmunidad durante toda la vida productiva de
los bovinos (Solari y Quintana, 1994; Bock y de Vos, 2001).

La DILAVE ha producido esta vacuna desde 1941 (Rubino, 1946) y en 1996, un
laboratorio privado inici6 la produccion de una vacuna congelada (Biosur, 2017).
Actualmente ambas estan disponibles en el mercado y son producidas en terneros
esplenectomizados.

Las cepas utilizadas en las hemovacunas no afectan la ganancia de los animales
vacunados, asi como tampoco presentan disminucién en la produccién de carne aquellos
animales que fueron inmunizados y posteriormente desafiados con cepas patégenas de
Babesia spp. (Solari y col., 1992).

2.4 Caracterizaciéon del problema

Como fue mencionado anteriormente, R. microplus es causante de importantes pérdidas
econOmicas estimadas en 32.7 millones de dolares anuales en Uruguay. Dentro de esas
pérdidas, 12,8% son debidas a la trasmisiébn de los agentes causales de la tristeza
parasitaria: B. bovis, B. bigemina y A. marginale (Solari, 2006). En general, no se realizan
diagndsticos serologicos rutinarios para conocer el estado inmunitario de los rodeos y asi
establecer medidas de control eficientes para la tristeza parasitaria. Esto conduce a que
en muchas oportunidades se intente “controlar” la tristeza s6lo mediante el control de la
garrapata manteniendo el riesgo de ocurrencia de brotes. La utilizacion de técnicas
seroldgicas validadas contribuye a la determinacion de la situaciéon de estabilidad o
inestabilidad enzoodtica del rodeo permitiendo la instauracion de medidas de control
personalizadas para cada establecimiento como la utilizacion de la hemovacuna en la
reposicion. Ha sido demostrado que existen diferencias significativas en la ganancia de
peso entre animales naturalmente infectados y libres de hemoparasitos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Realizar el diagnostico de situacion de Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma
marginale en establecimientos agropecuarios de Tacuarembd que tienen por objetivo
controlar la garrapata.
3.2 Objetivos especificos
v Determinar la situacion de estabilidad e inestabilidad enzodética mediante el estudio
de seroprevalencia de anticuerpos contra B. bovis, B. bigemina y A. marginale en
animales de sobreafio y adultos.

4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Resefa de los establecimientos

Los sueros de bovinos utilizados para la tesis provenian de 9 establecimientos ubicados
en el departamento de Tacuarembd. Su distribucion geografica se detalla en la Figura 8.

Todos los establecimientos se dedican a la cria de bovinos y el tipo de explotacion es
extensiva sobre campo natural. Dos establecimientos tienen menos de 100 hectareas,
cuatro entre 350 y 450 hectareas y los otros tres entre 1250 y 2200 hectareas
aproximadamente. La dotacién animal es en promedio de 0,8 Unidades Ganaderas.

Todos los productores manifestaron que hay presencia de garrapatas en sus campos, en
diferentes grados de infestacion y que los tratamientos que realizan son con el objetivo de
control dado que por diferentes motivos (malos alambrados, vecinos problematicos,
topografia complicada, etc.) la erradicacion no es una opcion.

El grado de infestacion de garrapatas segun el criterio del productor se clasificé como alto,
medio y bajo segun los siguientes criterios: Alto + de 100 garrapatas por animal, medio
entre 50 y 100 y bajo menos de 50 garrapatas (ninfas y/o adultos) durante la tercera
generacion del afio 2016
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Figura 8: Distribucidn geografica de los establecimientos con los que se trabajo.

4.2 Animales

De cada establecimiento, se extrajo el suero de 24- 40 bovinos seleccionados al azar, la
mitad de la categoria adulto y la otra de la categoria sobreafio, los cuales fueron
obtenidos en el marco del proyecto doctoral de la MsC. Cecilia Miraballes titulado:
“Determinacion de la situacion actual de la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus
y tristeza parasitaria y control integrado de ambas enfermedades” (INIA, 2016).

Los sueros fueron identificados y conservados a -20°C hasta su procesamiento. Se realiz6
el andlisis de los sueros utilizando la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) para
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Babesia bovis y B. bigemina; y Card Test (CT) para Anaplasma marginale. Ambas
técnicas fueron padronizadas por el Centro de Referencia de Garrapata de la DILAVE.

1- IFI para Babesia spp. Se usé el protocolo de IICA (1987). Los criterios de
positividad fueron: presencia de fluorescencia evidente sobre los globulos rojos
parasitados en el titulo de 1/25 para B. bigemina, y 1/50 para B. bovis. Los sueros
problema fueron confrontados con un control positivo y un control negativo para cada
hemoparasito en el mismo titulo de positividad (Rios-Osorio y col., 2010).

2- Card Test para Anaplasma marginale. Se uso el protocolo del Departamento de
Parasitologia de la DILAVE (Solari, 2006). Se consideré un suero como positivo cuando
se observaron conglomerados macromoleculares visibles directamente, confrontados con
un control positivo y un control negativo.

3- Se usaron los controles positivos y negativos, para cada uno de los agentes, ya
preparados por la DILAVE.

La sensibilidad y la especificidad de ambas técnicas son las siguientes (Solari
comunicacion personal, 2018)

e |FI para Babesia bovis y B. bigemina: 95 % sensibilidad, 90% especificidad.
e Card Test para Anaplasma marginale: 80 % de sensibilidad, 80% especificidad.

4.3 Técnica de inmunofluorescencia indirecta

B. bovis y B. bigemina

Reactivos y recomendaciones:

- Sueros problema: Ordenarlos por numero correlativo.

- Suero control positivo B. bovis y B. bigemina: Se almacenan en freezer.

- Suero control negativo: Suero normal bovino.

- Preparacion de conjugado (Fluoresceina). Se almacenan en freezer, debe evitarse
Su exposicion a la luz. Luego de retirado del freezer se puede utilizar por 24 horas.

- Dilucién PBS 10 %.

- Antigeno adherido en los portaobjetos con 24 cuadrantes.
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Figura 9: Portaobjetos con cuadrantes para IFl. Cuadrantes: Controles positivos (CP);
Inespecifico (C Inesp); Control negativo (CN). Resto de los cuadrantes para sueros
problemas.

Procedimiento:

1. Colocar en eppendorf diferentes los siguientes controles:

J Preparacion A: Control positivo para B. bigemina e inespecifico para B. bovis: 240
pl de PBS y 10 ul de Suero positivo B. bigemina.

. Preparacion B. Control positivo para B. bovis e inespecifico para B. bigemina: 240
pl de PBS y 10 ul Suero positivo de B. bovis.

. Preparacion C. Controles negativos: 240 pl de PBS y 10 ul Suero normal bovino.

Muestras: 240 pl de PBS y 10 pl de Sueros problema.
En la Figura 9 se muestra un portaobjeto utilizado para realizar esta técnica.
2. En el portaobjeto correspondiente a la IFI para B. bigemina agregar:
-10 pl de la preparaciéon A en los cuadrantes control positivo
-10 pl de la preparacion B en el cuadrante inespecifico
-10 pl de la preparacién C en el cuadrante control negativo
-10 pl de la preparacion de sueros problema en el resto de los cuadrantes.
3. Agregar 250 pl de PBS a cada uno de los eppendorf.
4. En el portaobjeto correspondiente a la IFI para B. bovis agregar:
-10 pl de la preparacion B en los cuadrantes control positivo-10 pl de la preparacion
A en el cuadrante inespecifico
-10 pl de la preparacién C en el cuadrante control negativo
-10 pl de la preparacion de sueros problema en el resto de los cuadrantes.
5. Incubar a 37° Cy 70 % de humedad por 45 minutos.
6. Realizar 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS diluido al 10%.
7. Secar en mechero la superficie inferior de los portaobjetos.
8. Agregar 800 ul de PBS al Conjugado que se encuentra fraccionado de 20 ul en el
freezer.
9. Colocar en cada uno de los cuadrantes 10 pl del Conjugado diluido.
10. Incubar a 37 °C y 70% de humedad por 45 minutos.
11. Realizar 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS diluido al 10%.
12. Lectura en microscopio de epifluorescencia cuya luz estimula al isiotiocianato de
fluoresceina haciendo que emita una luz fluorescente de color verde

4.4 Técnica de Card Test

A. marginale

Reactivos y recomendaciones:

- Sueros problema: Ordenarlos por nimero correlativo.

- Suero control positivo

- Suero normal bovino (Control negativo): Se almacena en Freezer -80°C. Luego de
retirado del freezer se puede utilizar por 24 horas si se mantiene en heladera.

- Antigeno de Anaplasma marginale: Mantener refrigerado la mayor parte del tiempo
de trabajo.

En la Figura 10 se muestra una placa de aglutinacion con las correspondientes
cuadriculas.
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Figura 10: Placa de aglutinacion para diagnostico de Anaplasma marginale. Cuadriculas
N°1 a N°10 suero problema. Cuadricula N° 11 Control negativo. Cuadricula N°12 Control
positivo.

Procedimiento:

1. Colocar:

38 ul Suero normal bovino en cada una de las cuadriculas de la placa.

38 ul Suero problema en las cuadriculas N° 1 a la N° 10.

38 ul Suero normal bovino en la cuadricula N°11.

38 ul Suero control positivo en la cuadricula N°12.

2. Homogeneizar y agregar 15 pl Antigeno de A. marginale cerca de cada suero.
3. Mezclar suero con antigeno comenzando por el suero control negativo.

4. Rotar suavemente la placa de vidrio.

5. Incubar en estufa a 37°C y 70% humedad por 4 minutos.

6. A partir de que el Suero control positivo precipita realizar la lectura haciendo incidir una
luz indirecta en la placa de vidrio.

7. Interpretar los resultados:
Positivo: Presencia de grumos de aglutinacion.
Negativo: Ausencia de grumos de aglutinacion.

8. Una vez que el control negativo precipita finalizar con la prueba.
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4.5 Criterio de anélisis de los resultados

Para cada uno de los hemoparasitos, se consider6 que un establecimiento esta en
equilibrio enzootico cuando menos del 20% o mas del 79% de los animales de ambas
categorias son seropositivos a la presencia del agente. Cuando el porcentaje de animales
seropositivos se encuentra entre 20% y 79%, se considera que se encuentra en
desequilibrio enzodtico para dicho agente (Solari y col., 2013).

5 RESULTADOS

En la Tabla 2 se resume informacion basica de los 9 establecimientos y se presentan los
resultados de la serologia realizada para los 3 agentes.

v Babesia bovis:

Del total de los establecimientos evaluados, sélo dos se encontraban en equilibrio
enzodtico; uno con un alto porcentaje (100% adultos y 93% sobreafio) de animales que
presentaron anticuerpos contra B. bovis (Establecimiento 5) y el otro con resultados de
seropositividad de 7% y 10% para adultos y sobreafio respectivamente (Establecimiento
6). El resto de los establecimientos (1, 2, 3, 4, 7, 8, 9) se encontraba en desequilibrio
enzootico.

v Babesia bigemina:

De los 9 establecimientos a los que se les realizé serologia, dos se encontraban en
equilibrio (Establecimientos 3 y 4); ambos poseian mas del 79% de los animales con
anticuerpos. El resto de los establecimientos se encontraba en desequilibrio enzodtico (1,
2,5,6,7,8,9).

v Anaplasma marginale:

Para este agente hay cuatro establecimientos que se encontraban en equilibrio enzodtico
(3, 4, 6, 9) y cinco en desequilibrio enzodtico (1, 2, 5, 7, 8). De los establecimientos que
estaban en equilibrio, dos tenian menos del 20% de los animales seropositivos (4, 6),
mientras que en otro no se detectaron anticuerpos contra A. marginale por lo que no
estaba circulando este agente en su rodeo (3) y en el restante (9) hubo mas del 79% de
los animales con anticuerpos.
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TABLA 2: Porcentaje de seropositividad de los tres agentes causantes de tristeza parasitaria en bovinos adultos y de sobreafio.

. Total Qrado ., . .
Registro bovi infestacion Categoria N Seropositividad
ovinos
garrapatas
A. marginale B. bovis
N %* N %*

1 225 Alto Adultos 16 8 50 8 50
Sobreafo 15 9 60 7 47

2 120 Bajo Adultos 15 10 67 9 60
Sobreafio 15 3 20 6 40

3 750 Bajo Adultos 15 0 0 2 13
Sobreafio 16 0 0 5 31

4 520 Bajo Adultos 14 1 7 4 29
Sobreafio 15 0 0 2 13

5 64 Alto Adultos 15 12 80 15 100
Sobreafio 14 11 79 13 93

6 349 Medio Adultos 15 2 13 1 7
Sobreafio 20 0 0 2 10

7 1100 Bajo Adultos 14 7 50 11 79
Sobreafio 15 10 67 15 100

8 77 Medio Adultos 12 6 50 6 50
Sobreafio 15 8 53 9 60

9 1800 Alto Adultos 15 12 80 13 87
Sobreafio 16 16 100 9 56

* Porcentaje de animales positivos a cada agente
N= n° total de sueros
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En la figura 11 se ilustra el nUmero de establecimientos en desequiibrio enzoético para los
agentes:

v Los establecimientos 3, 4, 5y 6 presentan desequilibrio para un hemoparasito.
v El establecimiento 9 presenta desequilibrio para dos hemoparasitos.

v Los establecimientos 1, 2, 7 y 8 presentan desequilibrio para los tres
hemoparasitos.

Figura 11: Diagnéstico de situacion de desequilibrio enzodtico de hemoparasitos en 9
establecimientos del Departamento de Tacuarembo.
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6 DISCUSION

Todos los establecimientos se encontraron en desequilibrio enzodtico para al menos un
agente de la tristeza parasitaria. Estos resultados se explican por el hecho de que
Uruguay esta ubicado en un &rea marginal para el desarrollo de R. microplus, sumado a
gue todos los establecimientos se encuentran en una zona de control de este parasito en
la cual la tasa de infestaciones es irregular (Solari y col., 2013). A medida que disminuye
la cantidad de garrapatas parasitando al bovino, desciende la velocidad de transmision de
los hemopardésitos, aumentando la proporcidon de animales que se infectaran después de
los nueve meses de edad y por ende podran manifestar enfermedad clinica aguda cuando
sean adultos susceptibles (Benavides, 2016). La relacidon entre el grado de infestacion y la
situacion de inestabilidad o estabilidad enzodtica que se presenta en cada rodeo fue
explicada por Mahoney (1975). Para poder alcanzar un equilibrio enzodtico y evitar brotes
de la enfermedad es necesario un promedio de 50 garrapatas por animal por dia.
Teniendo en cuenta que todos los establecimientos en los cuales se trabajé realizan
tratamientos para controlar R.microplus es esperable que los animales no se encuentren
con cargas tan altas de este ectoparasito y por ende no alcancen el equilibrio enzodbtico.

Se detectaron tres establecimientos con alta infestacion de garrapatas, y en dos de ellos
se diagnostico estabilidad enzodtica en la categoria adultos para los tres agentes. Este
hecho concuerda con lo observado en el departamento de Artigas en un establecimiento
(con problemas de resistencia) con infestaciones promedio de 100 garrapatas por animal,
donde el rodeo se encontraba en estabilidad enzootica con mas del 80% de los animales
seropositivos (Cuore y col., 2012). En estos dos establecimientos los animales de
sobreafio también presentaban un alto porcentaje de animales positivos, aunque no
alcanzé para establecer un equilibrio enzodtico. Esto puede deberse a que los propietarios
comenzaron a controlar la garrapata en forma més eficiente. Sin embargo, el otro
establecimiento presento inestabilidad, tal vez porque habia pocas garrapatas infestadas y
la tasa de inoculacién (probabilidad diaria de infeccion) no fue suficiente. La tasa de
inoculacién depende de la interaccion compleja entre los componentes del sistema
(agentes causales- bovino-vector), el medio ambiente y la accién del hombre
(Guglielmone, 1995).

En algunos casos se presentd el equilibrio enzodético con méas del 79% de los animales
seropositivos para un agente, pero en ningun caso fue para los tres agentes lo cual
implica que podria presentarse un brote de la enfermedad en el futuro.

Es importante enfatizar que es un error considerar que un rodeo presentara altos niveles
de inmunidad contra babesiosis por estar ubicados en la zona infestada con garrapata.
Los resultados obtenidos refuerzan esta premisa, ya que muy pocos establecimientos
estaban en equilibrio enzodtico para Babesia spp. y sin embargo en todos estaba
presente R. microplus (Magnold y Mastropaolo, 2013).

En el establecimiento en el cual A. marginale no se encontraba presente, las medidas de
bioseguridad tienen un rol fundamental, para evitar el ingreso del agente. En los que ya
estaba circulando A. marginale son importantes las buenas practicas de manejo con el fin
de evitar la transmision iatrogénica en actividades como: aplicacion de inyectables,
descorne y castraciones. No obstante, este tipo de manejo no se realiza con frecuencia
porque los productores manifiestan que enlentece el trabajo de campo. Por este motivo,
se deberia investigar sobre alternativas que permitan mitigar este inconveniente.

Para poder evitar los brotes de tristeza parasitaria son varias las alternativas que el
productor puede considerar, por ejemplo: 1) erradicar a la garrapata y mantener estrictas
medidas de bioseguridad para evitar la reintroduccion (Magnold y Matropaolo, 2013); 2)
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mantener las poblaciones de garrapata en un nivel marginal para que la tasa de
inoculacion sea baja y el equilibrio enzootico esté dado por tener menos del 20% de los
animales con anticuerpos (Nari, 1995); 3) utilizar la hemovacuna en la categoria de
terneros entre 3 y 9 meses; 4) realizar un manejo racional de los potreros donde se
asignen aquellos potreros mas complicados para las categorias de terneros y los potreros
“limpios” para los animales adultos.

Cuando mas del 79% de los animales tengan anticuerpos y estén en equilibrio enzodtico,
se deberé tener presente que cuando se empiece a controlar la garrapata sera
conveniente inmunizar a los terneros ya que al bajar las cargas parasitarias los animales
gue nazcan posteriormente estaran desprotegidos (Callow y col., 1997). En el caso de que
menos del 20 % de los animales presenten anticuerpos no es necesario inmunizar, pero si
realizar un seguimiento para evaluar cambios en la situacion. Estos resultados de la
serologia también deberan ser tenidos en cuenta a la hora de ingresar nuevos animales a
los establecimientos porque si ingresan animales libres de garrapata en un
establecimiento seran susceptibles a enfermar. Es recomendable contar con un potrero de
cuarentena para el ingreso de animales y realizar serologia a los mismos para evaluar si
no son enfermos cronicos (Solari y col., 2013).

En el presente trabajo, si bien hubo establecimientos que no manifestaron existencia de
brotes por hemoparasitos, ninguno de ellos presentd equilibrio enzodtico debido a la baja
tasa de inoculacion, lo que hace pensar que, frente a las bajas probabilidades de
erradicacion, la unica opcidn recomendable sea el uso de hemovacuna. Las mismas
deben ser empleadas en invierno cuando son bajas las poblaciones de garrapatas, o
utilizando potreros seguros, para evitar una sobreinfeccién por cepas de campo antes del
dia 60 postvacunacion (Solari y Quintana, 1994).

En concreto, todos los establecimientos estudiados se encontraban en una zona “sucia”
de garrapata y a pesar de ellos presentaron inestabilidad enzootia para alguno de los
agentes de la tristeza parasitaria. Esto constituye una situacién de alto riesgo que, si no
se interviene con medidas definitivas como hemovacunas, la aparicion de brotes sera un
hecho indefectible.

Las vacunas para tristeza parasitaria disponibles en Uruguay son eficaces e inocuas en
terneros, pueden vacunarse otras categorias de ser necesario, pero es un esquema de
vacunacion que una vez establecido s6lo deberd vacunarse a los terneros y siendo la
inmunidad para el resto de la vida. A pesar de la importancia de la vacunacion, la
comercializacion de la vacuna sigue siendo muy baja, posiblemente por la falta de
informacion. Entre 2008 y 2016 se vendieron 22.000 dosis de la hemovacuna por afio
aproximadamente, a pesar de que hay dos millones de terneros en el area de control de
garrapata (DICOSE-SNIG, 2017; Miraballes y col., 2018).

Cada productor de acuerdo con los resultados obtenidos podra decidir qué vacuna utilizar,
ya gue pueden ser incluidos solo los agentes para los cuales se requiera inmunidad (Bock
y de Vos, 2001; Miraballes y col., 2018). Por ejemplo, si B. bovis no esta presente, podra
premunizar sélo contra B. bigemina y A. marginale.

Es responsabilidad de los profesionales veterinarios que el manejo y la conservacion de la
vacuna se haga de forma correcta para evitar fallas. Las vacunas refrigeradas pueden ser
aplicadas hasta 72 horas después del envio, manteniéndolas en todo momento
refrigeradas (Solari y Quintana, 1994). En el caso de la vacuna congelada se debe
conservar en nitrogeno liquido y descongelar a bafio Maria (entre 37 °C y 38 °C), una vez
descongelada, la validez de uso es por 6 horass, debiendo mantenerse refrigerada
durante la inoculacion y no se pueden volver a congelar (BioSur, 2017).
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7 CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

v El equilbrio enzodtico simultaneo para los tres agentes de la tristeza parasitaria es
infrecuente en el departamento de Tacuarembd.

v Encontrarse en una zona infectada por la garrapata R. microplus no asegura que
los animales se inmunicen contra hemoparasitos antes de los 9 meses.

v La serologia y la vacunacion de los rodeos son herramientas que deben utilizarse
para prevenir muertes por brotes de hemoparasitos y cuando se establecen medidas de
control de la garrapata.

v La vacunacion para tristeza parasitaria en la zona de control de garrapata debe
aumentar.
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