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RESUMEN

La anaplasmosis bovina es una enfermedad infecciosa que provoca importantes
pérdidas econdmicas en la Argentina. Es producida por A. marginale, una rickettsia que puede
ser transmitida por dipteros hematofagos, fomites con sangre contaminada, garrapatas duras o
via transplacentaria. Se conoce poco sobre la transmision de A. marginale por las garrapatas
del género Amblyomma que parasitan al bovino. El objetivo del presente trabajo fue evaluar
la transmision transestadial de A. marginale en la especie de garrapata Amblyomma tonelliae.
Se alimentaron larvas y ninfas de A. tonelliae a partir de un ternero inoculado con la cepa S1P
de A. marginale. Las ninfas y adultos resultantes del proceso de muda, se alimentaron sobre
terneros susceptibles esplenectomizados. Durante 90 dias se realizaron pruebas de observacién
directa (frotis), seroldgicas (ELISA) y moleculares (PCR) para detectar la presencia de A.
marginale en los terneros susceptibles. Al finalizar dicho periodo todas las técnicas de
deteccidn resultaron negativas. Se concluye que la garrapata

A. tonelliae no fue capaz de trasmitir transetadialmente la cepa S1P de A. marginale
bajo las condiciones de este ensayo. Se propone seguir haciendo ensayos con otras cepas de
A. marginale dado que existen reportes de variacion en la trasmisién segun diferentes

genotipos de A. marginale.



ABSTRACT

Bovine anaplasmosis is an infectious disease that causes significant economic losses
in Argentina. It is produced by A. marginale, a rickettsia that can be transmitted by
hematophagous diptera, fomites with contaminated blood, hard ticks or transplacentally. Little
is known about the transmission of A. marginale by ticks of the genus Amblyomma that
parasitize cattle. The objective of this study was to evaluate the transstadial transmission of

A. marginale in the tick specie Amblyomma tonelliae. Larvae and nymphs of A.
tonelliae-were fed on a calf inoculated with A. marginale (S1P strain). After the moulting
process, nymphs and adults were fed on splenectomized susceptible calves. For 90 days, direct
observation (smear), serological (ELISA) and molecular (PCR) tests were made to detect the
presence of A. marginale in susceptible calves. At the end of this period, all detection
techniques were negative. It is concluded that the tick A. tonelliae is not a competent vector
for the S1P strain of A. marginale under the se experimental conditions. It is proposed to
continue the research, since strains of A. marginale differ in transmission efficience according

to different genotypes.



INTRODUCCION

La anaplasmosis de los bovinos es una enfermedad infecciosa producida por la
rickettsia Anaplasma marginale que infecta inicamente los eritrocitos maduros, produciendo
anemia hemolitica con consecuente pérdida de peso, pérdida de produccion, abortos y muerte
(Kocan et al., 2003).

Su distribucion es mundial, siendo endémica en zonas tropicales y subtropicales con
presentaciones esporadicas en zonas templadas.

En Argentina la zona endémica abarca desde el norte del pais al paralelo33°S, siendo
una gran limitante para la incorporacion de reproductores con alto potencial genético para
mejorar el rendimiento productivo de los establecimientos ganaderos. En rodeos considerados
de estabilidad enzodtica la enfermedad pasa desapercibida, pero existen factores ambientales
y de manejo que pueden alterar este equilibrio y desencadenar brotes de anaplasmosis. Al sur
del paralelo 33°S, se dan brotes esporadicos generalmente asociados a movimientos de
hacienda desde la zona endémica a la naturalmente libre (Mangold, 2005; Mangold y
Mastropaolo, 2013).

La enfermedad tiene un periodo de incubacién promedio de aproximadamente 30 dias,
seguido de una etapa aguda de una semana de duracion, durante la cual A. marginale se
multiplica activamente dentro de los eritrocitos, causando rickettsemias que varian entre el 10
y el 70% en los casos mas severos. Los eritrocitos abandonados, son fagocitados y destruidos
por las células del sistema reticulo endotelial principalmente en el higado y bazo. La
enfermedad se caracteriza por hipertermia, palidez de las mucosas, ictericia, aborto y muerte.

Si bien los bovinos de cualquier edad pueden contraer la infeccion, la mayoria de los
casos de anaplasmosis clinica ocurre en bovinos adultos. Los animales que se infectan antes
de los 9 meses de edad, por lo general padecen enfermedad subclinica o inaparente. Los
bovinos que superan la enfermedad-permanecen infectados persistentemente y obtienen una
inmunidad duradera. Las técnicas de biologia molecular, permitieron demostrar que en
portadores cronicos de A. marginale se producen ciclos continuos de rickettsemia con
intervalos aproximados de 5 semanas. Estos ciclos estan asociados a variaciones antigénicas
que ocurren en las moléculas de la superficie de A. marginale (Kieser, Eriks, y Palmer, 1990).

Las formas de propagacion de la anaplasmosis bovina incluyen la transmision
bioldgica por garrapatas, mecanica por dipteros hematdfagos, garrapatas, objetos punzantes, y
la via transplacentaria. A pesar de estar encuadrada como una de las “enfermedades
transmitidas por garrapatas™, en la actualidad el rol de estos artrépodos en la epidemiologia
de la anaplasmosis no estd completamente dilucidado. Estudios de las Gltimas décadas han

estado enfocados en la garrapata comun del ganado bovino, Rhipicephalus (Boophilus)



microplus, con resultados contradictorios (Coronado, 2001).En paises libres de R. microplus
se han descripto como transmisores bioldgicos a garrapatas del género Dermacentor (Kocan
et al., 2004). En nuestro pais, ademas de R. microplus, algunas especies del género
Amblyomma pueden parasitar al bovino. Los estudios y conocimientos sobre la posible
transmision biolégica de A. marginale por garrapatas del género Amblyomma son escasos.

El presente trabajo se propone evaluar la competencia vectorial de Amblyomma
tonelliae, una garrapata de la region argentina del Chaco arido (Tarragona et al., 2015) capaz
de cumplir la totalidad de su fase parasitica sobre el bovino, para transmitir A. marginale.

Los procedimientos realizados sobre animales fueron revisados y avalados por el
Comité de Cuidado y Uso de Animales de Experimentacién (CICUAE) del Centro Regional
Santa Fe-INTA.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Historia de la anaplasmosis bovina

En el afio 1893 Smith y Kilborne (1893), estudiando la babesiosis descubrieron en los
margenes de los eritrocitos cuerpos cocoides de 0,2 a 0,5 p de didmetro. Clasificaron a estas
formas como un estadio del ciclo de las babesias. Theiler (1910) en Sudéfrica, describid un
microorganismo carente de citoplasma y ubicado en el margen del eritrocito por lo que propuso
el término de Anaplasma marginale, diferenciandolo del agente causal de la babesiosis. Un
afio después describié una nueva especie que denomind Anaplasma centrale (Theiler, 1911)

por su ubicacidon preferentemente central dentro del eritrocito.

Agente etiol6gico

La rickettsia Anaplasma marginale tiene como hospedador vertebrado a los rumiantes.
Se encuentra dentro del orden Rickettsiales, familia Anaplasmataceae, género Anaplasma
(Dumler etal., 2001). Es una bacteria estrictamente intracelular, que infecta al eritrocito bovino
y se localiza en los bordes en forma de corptsculos de 0,3 a 0,8 um de diametro. Contiene
proteinas principales de superficie 0 membrana (MSP), que generan la respuesta inmune del
hospedero contra el patdgeno. Se han caracterizados seis MSPs y algunas de ellas presentan
un polimorfismo variable entre distintos aislamientos de A. marginale (Tebele y McGuire,
1991).

Epidemiologia

En Argentina es endémica en el norte y en las provincias de Santa Fe, Cérdoba y Entre
Rios, con apariciones esporadicas en zonas templadas naturalmente libres de la enfermedad,
como la provincia de Buenos Aires y La Pampa (Mangold y Mastropaolo, 2013).

En gran parte de los rodeos en zonas endémicas, la anaplasmosis se encuentra en
equilibrio enzodtico: los bovinos antes del afio de edad se infectan de manera natural sin sufrir
enfermedad clinica (Guglielmone, 1995). Esto se debe a la inmunidad pasiva provista por el
calostro y a que poseen resistencia innata hasta cerca de los nueve meses de edad, explicada
por la presencia de hemoglobina fetal, mayor competencia del timo, y sistema hematopoyético
mas activo (Richey y Palmer, 1990).Ante la ocurrencia de un brote pueden presentarse un 40%
de morbilidad y 50% de mortalidad (Guglielmone, 1995), generalmente por movimientos de
hacienda desde la zona endémica a la naturalmente libre(Mangold y Mastropaolo, 2013). Un
bovino infectado que se recupera queda como portador cronico de A. marginale de por vida,
este animal tendrd anticuerpos y glébulos rojos parasitados en un porcentaje a veces
indetectable, lo cual tiene importancia epidemioldgica debido a que es una fuente de contagio

para los no infectados(Alcaraz, 1999).



Las vias de transmision son a partir picaduras de garrapatas, dipteros hemat6fagos
(Richey y Palmer, 1990) o en forma iatrogénica a través de material quirdrgico contaminado

(Palmer et al., 2000). Ademas, existe la transmision vertical (Zaugg, 1985).

Transmision por garrapatas

La transmisién bioldgica de A. marginale fue descripta en distintas especies de
garrapatas duras de los géneros Dermacentor, Rhipicephalus, Ixodes, Hyalomma y
Amblyomma(Kocan et al., 2004).En el ciclo de transmision, los eritrocitos infectados son
ingeridos por la garrapata y los corpusculos de Anaplasma invaden las células del intestino
donde se multiplican e infectan otros tejidos, incluyendo las glandulas salivales desde donde
alcanzan, via saliva, a los bovinos susceptibles (Kocan et al., 2003). La transmision puede
ocurrir de manera intraestadial (dentro del mismo estadio) o transestadial (de un estadio al
siguiente, a través de la muda). También existe la transmision transovarica como es el caso de
Babesia spp. (Bock et al., 2001). Esta via no ha sido demostrada fehacientemente para A.
marginale (Coronado, 2001).

El cuerpo o idiosoma de las garrapatas tiene la estructura caracteristica de los
aracnidos: mas largo que ancho (Anderson y Magnarelli, 2008). El gnatosoma esta formado
por el capitulo, que incluye los queliceros (utilizados para cortar y rasgar la piel), los palpos y
el hipostoma con el que se fijan al hospedero (Anderson y Magnarelli, 2008; Sonenshine,
1991). Las garrapatas duras contienen escudo dorsal. En el caso de los machos, es completo.
Mientras que en las hembras, ninfas y larvas el escudo es incompleto, recubriendo
exclusivamente la porcidn anterior. Los adultos y las ninfas presentan cuatro pares de patas,
las larvas solo tienen tres pares, por otro lado, las ninfas y las larvas no poseen poro genital
como en los adultos. Los machos y las hembras presentan una apertura genital que se sitla
ventralmente, al igual que el ano (rodeado por el surco anal que puede estar presente en todos

los estadios de las garrapatas) (Sonenshine, 1991) (figura 1y 2).
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Figura2: Morfologia de garrapatas duras (Acari: Ixodidae). Hembra vista ventral.

Las garrapatas que parasitan al ganado bovino en Argentina y que potencialmente
podrian tener implicancia en la epidemiologia de la anaplasmosis, son Rhipicephalus

microplus, Amblyomma neumanni, A. tonelliae y A. sculptum (Guglielmone et al., 1990?).

Rhipicephalus microplus

La garrapatas de la especie R. microplus posee en un capitulo hexagonal, corto y
derecho, palpos con segmentos pequefios y 0jos poco nitidos, no poseen festones, y el escudo
es sin ornamentos. El surco anal esta ausente o poco definido en hembras y es levemente

visible en macho. Los espiraculos son pequefios y ovalados (figura 3).
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Figura 3: Vista dorsal de hembra (izg) y macho (der) de R.

Esla especie mas importante en nuestro pais, afectando al ganado de las provincias de
Corrientes, Misiones, Chaco, Formosa, Santiago del Estero, Tucuman, Catamarca, Jujuy, Salta
y zonas nortefias de Cordoba, Santa Fe y Entre Rios (Romano, 1994). La transmisién
transestadial a través de adultos alimentados como ninfas en terneros con distintos niveles de

A. marginale en sangre, fue demostrada por Aguirre et al. (1994). Pero teniendo en
cuenta que R. microplus desarrolla su fase parasitica sobre un solo animal, las Unicas vias con
un potencial rol en la epidemiologia de la anaplasmosis serian la intraestadial y la transovérica.
En el caso de R. microplus, se ha demostrado la transmision intraestadial de A. marginale
(Connell y Hall, 1972). Sin embargo, tanto la dinamica de migracion de R. microplus como la

influencia que tendria en la transmision de la anaplasmosis, no estan aun dilucidados.

Amblyomma spp.

Las garrapatas de este género poseen un rostro mediano a largo, segundo segmento
del palpo mas largo, las coxas poseen manchas en anillo. El escudo es ornamentado y posee

festones. Los espiraculos tienen forma de coma ancha (Figura 4, 5).

;."A :- Bt G50 .,‘7.'_4 _’v"
L ¥ o

Figura4: Machoadulto de Figura 5: Hembra adulta de
Amblyomma tonelliae. Vista Amblyomma  tonelliae. Vista

dorsal dorsal
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Los estadios de las garrapatas del género Amblyomma se alimentan sobre distintos
hospedadores, de la misma o distinta especie de vertebrados, desprendiéndose del hospedador
al final del proceso de alimentacion (figura 6). Lo antedicho podria tener relevancia
epidemiolodgica para la transmision de patdgenos. Larvas y ninfas que se alimentan sobre un
bovino infectado con A. marginale, podrian luego de la muda transmitirla infeccion al nuevo
estadio, ninfa o adulto respectivamente, y éstos a su vez a un bovino susceptible. Todas las
ninfas y adultos podrian acceder a diferentes bovinos amplificando de esa manera la difusion
de A. marginale en un rodeo. Para garrapatas de tres hospedadores del género Rhipicephalus,
esta via de transmision ha sido descripta en distintas partes del mundo (Shkap et al., 1992;
Potgieter et al., 1983; Samish et al., 1993). En un estudio Gaido et al. (1995) reportaron la
transmision transestadial de ninfas a adultos en A. neumanni. No existen estudios publicados
de transmisién transovarica en el género Amblyomma.

En Argentina, las especies de Amblyomma capaces de alimentarse en todos sus
estadios sobre bovinos son A. neumanni, A. sculptum y A. tonelliae. Esta Ultima, seleccionada
de interés para el presente trabajo, posee una marcada preferencia eco- geogréafica por la regién
del Chaco seco (Estrada-Pefia et al., 2014).Tanto las larvas como las ninfas y adultos de esta
Gltima especie presentan una intensa actividad en todas las estaciones del afio (Tarragona et
al., 2015).

Ciclo de tres hospedadores
/ Tercer > 7 =
Hembra hospedador )
alimentada - -
/ Macho-hembra

VJ”"’ \e)ln)
spedador / \hospedador
-9 - Ciclo de dos
P houpedudovea
Un sélo
U vospedado / ;‘

Ciclo de un L‘n mer Ninfa

} hospedador \ spedador /
nimer

/ Oviposicion
5.'.&

Figura6:tiposdeestrategiasquepresentaelciclobioldgicodelasgarrapatasduras(Ixodidae)
(Mérquezet al., 2005)



11

Transmision por dipteros hemat6fagos

La mosca del establo también conocida como mosca brava, (Stomoxys calcitrans), los
tdbanos, Tabanus spp; y mosquitos estan involucrados en la transmision mecénica de
anaplasmosis (Potgieter et al., 1981).Los tabanos puede transferir eritrocitos infectados a
través del aparato bucal entre un animal y otro en un lapso no mayor de dos horas (Hawkins y
etal., 1982). La transmision es notablemente mayor cuando la fuente de infeccidn es un animal
con Anaplasmosis clinica en lugar de un portador crénico (Piercy, 1956).

Existen pruebas donde se compar6 la eficiencia de transmision bioldgica de D.
andersoni con la transmision mecénica de Stomoxys calcitrans y Tabanus fuscicostatus y la
garrapata, la cual resultd ser un mejor transmisor de A. marginale (Scoles et al., 2005).

Los mosquitos no serian tan importantes en la difusion de la enfermedad (Piercy,
1956).

Transmision por via iatrogénica

La anaplasmosis puede transferirse mediante el uso de agujas e instrumentos no
desinfectados y/o no esterilizados entre un animal y otro en practicas como vacunacion,
castracion, descorne (Blood et al., 2002) y palpacion rectal sin la higiene adecuada (Abdala et
al., 1992). A diferencia de los rodeos de cria, en rodeos lecheros se ha registrado la ocurrencia
de brotes de anaplasmosis en cualquier estacion del afio (Guglielmone et al., 2006)
probablemente debido a practicas veterinarias que implican el uso de agujas con la consecuente

transmision iatrogénica de A. marginale.

Transmision por via transplacentaria

La transmision transplacentaria se da cuando la madre sufre anaplasmosis aguda, en
el segundo y tercer trimestre de gestacion (Zaugg, 1985). Un estudio en Argentina reporto
transmision transplacentaria de A. marginale en el 5,2% de los fetos de hembras portadoras
cronicas, aunque no se logré reproducir la enfermedad luego de realizar inoculaciones

experimentales de la sangre en terneros esplenectomizados (Sala, 2013).

Patogenia

Una vez que A. marginale se encuentra dentro del huésped, toma contacto con la
membrana plasmatica del eritrocito, y por medio de un proceso de invaginacion coloniza el
mismo sin destruirlo (Francis et al., 1979). El corpusculo inicial (0.1-0.2 pm) dentro de esa
vesicula se multiplica por division binaria con la produccion de 3 a 8 cuerpos iniciales que

conforman finamente el corptisculo de inclusion (1 um). Estos mismos abandonan el
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eritrocito por mecanismos no liticos para colonizar eritrocitos vecinos (Richey, 1981).
La rickettsemia se incrementa exponencialmente, y los eritrocitos infectados se eliminan
mediante fagocitosis por las células del sistema reticulo endotelial del bazo, higado y nédulos
linfaticos (Richey y Palmer, 1990). Esto hace que se produzcan alteraciones organicas debido
a la respuesta de dicho sistema (Ristic y Watrach, 1963). La mas importante es la anemia (que
ocurre 1 a 6 dias después del inicio de la rickettsemia) con consecuente ictericia, que pueden
terminar en la muerte del animal (Potgieter y Stoltsz, 2004). Los animales que sobreviven
disminuyen la rickettsemia y desarrollan una marcada respuesta regenerativa caracterizada por
reticulocitosis, macrocitemia y granulopoyesis (Viseshakul et al., 2002). Los portadores
cronicos, en condiciones de estrés u otra causa que produzca una inmunosupresion pueden
manifestar sintomatologia clinica (Bock y De Vos, 2001).

Es importante destacar que los animales que sobreviven se convierten en portadores
crénicos de A. marginale. Sus niveles de rickettsemia van desde 0,000001% a 0,1% (Watson,
2015), lo suficiente para constituir fuente de propagacién hacia animales susceptibles. Las
fluctuaciones en los ciclos de rikettsemia se deben a variantes antigénicas, siendo un

mecanismo de evasion del sistema inmune y persistencia en el huésped (French et al., 1998).

Signos clinicos

La presentacion de los signos clinicos esta relacionada directamente con la edad del
animal y estado inmunitario del mismo. Los casos subclinicos se dan en animales menores de
9 meses, presentando una leve anorexia y siendo resistentes a la enfermedad (Watson,
2015).En cambio, la presentacidn clinica en animales mayores de 1 afio se observa anorexia,
depresion y debilidad muscular, palidez de mucosas como consecuencia de la destruccién

continua de eritrocitos sin liberacion de hemoglobina. Posteriormente se desarrolla ictericia.

La orina puede ser oscura debido a los pigmentos biliares, pero no se observa
hemoglobinuria. Otro signo importante es la marcada disminucién de la produccion lactea
(Alcaraz, 1999). En la fase final de la enfermedad los bovinos pueden presentar hipotermia,
pérdida de peso, aborto, fallo cardiopulmonar, sintomas nerviosos por anoxia cerebral y
tendencia al dectbito y muerte (Alderink y Dietrich, 1981). Esto ocurre al cabo de las 24 a 36

horas del pico de rickettsemia, donde hasta un 70 % de los eritrocitos pueden estar infectados.

Diagndstico
En la préctica el diagnostico presuntivo se hace mediante los sintomas clinicos y los

hallazgos a la necropsia. El diagnostico definitivo se hace mediante técnicas de laboratorio.
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Los hallazgos post mortem que se encuentran son: emaciacion, ictericia y palidez de
tejidos, sangre con aspecto acuoso (Blood et al., 2002). Se observa marcada esplenomegalia
con aumento de friabilidad, debido al metabolismo de la hemoglobina por parte del sistema
reticulo endotelial (Anziani et al., 1981). También hay agrandamiento del higado y la vesicula
biliar, con bilis oscura y espesa (Richey y Palmer, 1990).

A la histopatologia se observa degeneracion y/o necrosis centrolobulillar hepética
debido a la hipoxia y una hemosiderosis esplénica por la fagocitosis extravascular (Anderson
y Hurtado 1989).

Examen microscopico
Las muestras obtenidas a partir de ganado vacuno vivo incluyen frotis de sangre y

sangre con anticoagulante. Esta muestra es Util para preparar frotis frescos si los anteriores no
fueran satisfactorios. Ademas, un hematocrito bajo y/o un recuento de eritrocitos bajo puede
ayudar a poner de manifiesto la implicancia de A. marginale cuando en los frotis se detecta
solo un bajo nimero de paréasitos, como puede ocurrir en la fase de recuperacién de la
enfermedad.

Las muestras obtenidas de los animales muertos deben ser frotis de gota fina secados
al aire, del higado, rifion, corazén y pulmones (preferentemente de sangre, no de tejido) y de
un vaso sanguineo periférico.

Los extendidos se tifien con una coloracion de Giemsa al 10% y se observan al
microscopio Optico con aumento 1000x. A. marginale tiene aspecto de cuerpos densos,
redondeados y muy coloreados dentro de los eritrocitos, de 0,3-1,0 um de diametro (Figura
7). Lamayor parte de estos cuerpos se localizan en el margen del eritrocito o en su proximidad.
Esta caracteristica lo diferencia de A. centrale, ya que en este Gltimo caso los microorganismos
estan mas centrados en el eritrocito (OIE, 2015).

La infeccion se hace visible al microscopio 2—-6 semanas después de la transmision.
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Figura 7: Anaplasma marginale.
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Reaccion en cadena de la polimerasa
La sensibilidad analitica de los métodos basados en la reaccidon en cadena de la

polimerasa (PCR) se ha estimado que es del 0,0001% de los eritrocitos infectados. La PCR en
tiempo real también se ha descrito para la identificacion de A. marginale y debe tenerse en
cuenta (OIE, 2015).

Pruebas seroldgicas

Por lo general, a no ser que los animales hayan sido tratados o se encuentren en una
fase muy inicial de la infeccion (<14 dias), para identificar los anticuerpos en animales
infectados se utiliza la prueba de aglutinacion en placa “Card Aglutination Test” (CAT),
ELISA indirecto (I-ELISA), o ELISA de competicion (C-ELISA). La CAT tiene como ventaja
la de ser una técnica sensible, que puede realizarse en el laboratorio o en el campo, y que
proporciona el resultado en unos pocos minutos. Las reacciones inespecificas y la subjetividad
en la interpretacion pueden ser un problema. Ademas, el antigeno para la CAT, que es una
suspensién de particulas de A. marginale, puede ser dificil de preparar y puede variar de un
lote a otro. EI I-ELISA emplea un antigeno como el de CAT (OIE, 2015). La técnica C-ELISA
ha sido validada utilizando animales verdaderamente positivos y negativos, definidos mediante
la PCR anidada (Torioni et al., 1998). Esta técnica utiliza un antigeno recombinante
denominado rMSP5 y un anticuerpo monoclonal (MADb) especifico para MSP5.

Tratamiento

Los farmacos mas utilizados para el tratamiento de la anaplasmosis (FAO, 1988) son
oxitetraciclinay dipropionato de imidocarb. En el uso de estos farmacos debe tenerse en cuenta
las restricciones en carne y leche.

En casos clinicos severos se hace necesaria la terapia de soporte, mediante hidratantes,
antihistaminicos, analgésicos, y complejos vitaminicos y minerales. Las transfusiones de
sangre también estan indicadas como tratamiento de soporte en los animales con un
hematocrito menor al 15% (Radostits et al., 2002).

El tratamiento esterilizante para animales portadores crénicos se puede realizar con
oxitetraciclina LA en tres dosis de 20 mg/kg con intervalos de siete dias (Torioni y Echaide,
2003).

Prevencion y control
De acuerdo a la zona geogréfica las medidas de prevencion y control varian desde el
control de artropodas, profilaxis con antibidticos, eleccion de biotipos de bovinos resistentes,

vacunacion, y medidas de higiene para evitar la transmision iatrogénica.
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Vacuna contra la anaplasmosis bovina

La prevencion de la anaplasmosis a través del empleo de vacunas suele decidirse segln
la situacion epidemioldgica de cada campo, a traves del diagnéstico seroldgico (Alcaraz,
1999).El mismo consiste en analizar los sueros de una proporcion de los terneros de 7 a 9
meses de edad para determinar la tasa de inoculacion. Si la proporcion de terneros con serologia
positiva a A. marginale es menor al 80 %, se presupone una mayor probabilidad de ocurrencia
de brotes cuando los bovinos superen el afio de edad, con lo cual se considera conveniente
vacunar. En bovinos originarios de zonas libres que van a ser traslados a las zonas endémicas,
se recomienda la vacunacion.

En nuestro pais, la vacuna contiene eritrocitos parasitados con A. centrale, especie
poco patodgena para los bovinos y que brinda inmunidad cruzada parcial contra A. marginale.
Si bien no previene la ocurrencia de una co-infeccion con A. marginale, es efectiva para
prevenir las manifestaciones indeseables de la enfermedad (Mangold, 2005). Las
recomendaciones de INTA son usarla exclusivamente en terneros/as de 4 al0 meses de edad,
en buen estado de salud. Una sola aplicacion brinda proteccion de por vida contra la
anaplasmosis a mas del 90 % de los bovinos vacunados. Pueden producirse reacciones post
vacunales graves (incluso mortales) si la vacuna se utiliza en bovinos mayores de 10 meses de
edad.

Control de garrapatas

Orientadas al control de la garrapata comun del bovino, R. microplus.

Los acaricidas quimicos pueden ser aplicados con buena eficiencia y bajo costo, a
través de bafios de inmersidn. Otros métodos utilizados son la aplicacion de garrapaticidas por
via tdpica (pouron) o inyectables, y, eventualmente, por bafios de aspersion. En lineas
generales, los esquemas de control se pueden desagregar de la siguiente manera: tratamiento
umbral, tratamiento oportunista (aprovechando el encierre con otros objetivos), tratamiento
estratégico (concentra un minimo de tratamientos en una determinada época del afio afectando
la evolucién de la poblacion de garrapatas en la pastura) (Morel et al., 2017).El uso de
acaricidas quimicos puede conducir a problemas como la apariciéon de poblaciones de
garrapatas resistentes, contaminacion ambiental y restricciones para el consumo de carne o
leche.

El método de rotacion y descanso de pasturas, de accion sobre la fase de vida libre de
del ciclo, tiene como objetivo disminuir los niveles de infestacién con garrapatas en las

pasturas otorgando periodos de descanso de las mismas (Nava et al., 2011).
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En cuanto a la utilizacion de biotipos bovinos resistentes a la infestacién por
garrapatas, existen varios estudios acerca de la capacidad de los animales Bos indicus y, en
menor medida de algunas razas de Bos taurus como la Criolla, para controlar las infestaciones
de R. microplus (Guglielmone et al., 1990°). En la practica, esta herramienta esta subutilizada
y tiene bajo impacto en la toma de decisiones para el control de la garrapata.

Existen vacunas contra R. microplus que acttan sobre la capacidad reproductiva delas
garrapatas hembras. (Nava et al., 2011). Los test de eficacia de estas vacunas en condiciones
de campo han arrojado resultados dispares. Su uso no esta extendido como método de control,

y no se comercializan en Argentina.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este proyecto es aportar conocimientos sobre la epidemiologia
de la anaplasmosis en Argentina, al evaluar la competencia vectorial de la garrapata
Amblyomma tonelliae para transmitir Anaplasma marginale. La investigacion parte de la
hipétesis de que las distintas especies de garrapatas de los géneros Amblyomma presentes en
Argentina, pueden tener un papel relevante en la epidemiologia de A. marginale al actuar como
vectores en la transmision bioldgica de este patdégeno a los bovinos.

El objetivo especifico es evaluar la transmision transestadial de A. marginale en la
especie de garrapata A. tonelliae.
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MATERIALES Y METODOS

La transmision se evalud siguiendo los pasos de Reisen (2002): 1) alimentar un
potencial vector artropodo sobre un hospedador vertebrado infectado con el patdégeno en
cuestion; 2) incubar por un periodo dado de tiempo al artropodo alimentado sobre el vertebrado
portador de la infeccion; 3) re alimentar este artrdpodo sobre un hospedador vertebrado no
infestado y susceptible; 4) y examinar al hospedador vertebrado para determinar si adquirio la
infeccion.

El ensayo se realiz6 en la Estacion Experimental Agropecuaria del INTA Rafaela,
Santa Fe, en corrales de aislamiento (figura 9) para evitar la transmision por otros vectores que
pudieran interferir en los resultados del experimento, asi como la fuga de garrapatas al
ambiente. Las medidas de aislamiento con que cuentan los corrales son: tela mosquitera doble
en ventanas. Unica puerta exterior separada de la entrada a los corrales por habitacion
intermedia. Doble puerta con cortina de aire entre zona intermedia y corrales (Figura 8),
constituida por puerta s6lida de chapa y puerta mosquitera. Lampara UV para captura de
insectos voladores en zona intermedia (1) y en corrales (2). EI perimetro del edificio en su
totalidad rodeado por un metro de grava y canaleta con cipermetrina en formulacién similar a
bafio garrapaticida (20%).

Antes de ser trasladados al exterior, los desechos fueron tratados con cipermetrina
20% por 24 hs. Se limito la entrada al corral a los dos veterinarios encargados del ensayo, que
como medida complementaria utilizaron mamelucos descartables y botas. Se implementd

pediluvio con cipermetrina 20% en zona intermedia.

Figura8: salaintermediadelaestacionexperimental condoble puertaconcortinadeaire
yuna puertasolida de chapa. Pediluvio con cipermetrina para el lavado de botasa laentradaysalida
de los corrales.
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Figura 9: corrales de asilamiento de la estacion experimental del INTA

Primera etapa: infeccion experimental de garrapatas

Se seleccioné como hospedador vertebrado a infectar, un ternero holando de 6 meses
de edad (caravana 275) (figura 10). En primer lugar, se le realizé toma de muestra de sangre y
suero para comprobar negatividad a A. marginale y A. centrale. Ademas, se chequearon los
parametros clinicos de temperatura rectal y hematocrito. Se inoculé el ternero con el
aislamiento S1P de A. marginale mantenido en la EEA Rafaela del INTA (inyeccion
subcutanea de 1 ml de dosis infectante constituida por 1 x 108 eritrocitos infectados diluidos
en solucion isotonica PBS). A partir del dia 13 post inoculacion se realizé toma de muestra
diaria de sangre yugular para caracterizar la dindmica de la infeccion con A. marginale
mediante hematocrito (figura 11), frotis sanguineo, PCR y serologia. También se determind
temperatura rectal. El dia 21 post inoculacion, cuando la rickettsemia alcanzaba el 5%, se
procedid a infestar el ternero con larvas y ninfas de A. tonelliae libres de A. marginale,
originarias de la provincia de Salta y criadas en el laboratorio de la EEA Rafaela del INTA.
En primer lugar, se realiz6 tricotomia e higiene de la piel con alcohol, y luego se pegaron las
capsulas contenedoras de garrapatas (foto12). Se coloco collar de palos en el bovino para evitar

rascado y consecuente rotura de las capsulas.

Figura 10: ternero holando de 6
meses de edad con capsulas ya
colocadas.
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Figura12: imagendelaizquierdaseencuentraunacapsulaenlaquesevanacolocarlas
garrapatas y enlaimagen de la derecha se observa la capsulacon ninfasensuinterior.

Una vez ingurgitados, se recolectaron todos los estadios y se colocaron en estufa a
25°c, 85% de humedad relativa y fotoperiodo de 12h luz-12h oscuridad para que realicen la
muda (Figura 13). El Gltimo dia de recoleccidn de garrapatas, se colocé garrapaticida Bayticol
pour-on (flumetrina) y se aplicd una dosis de oxitetraciclina LA 20 mg/kpv IM. Cinco dias
después, se realizé la eutanasia al animal segun protocolo N° 002 del Comité Institucional para

el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion del Centro Regional Santa Fe del INTA.
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Figura 13: imagen de la izquierda: Ninfas sin alimentar de Amblyomma tonelliae;

imagen de la derecha: Ninfas de Amblyomma tonelliae a punto de mudar a adultos.

Figura 14: Ninfas de Amblyomma tonelliae en su vista dorsal y ventral.

Hematocrito

Para evaluar el paquete globular se utiliz6 la técnica de micro hematocrito a partir de
1 ml de sangre yugular, en un tubo con anticoagulante. Se utilizo EDTA (5mg/ml de sangre).
Luego de haber homogenizado la muestra de sangre, se introdujo un capilar de vidrio en el
tubo, inclinandolo para favorecer el llenado. El extremo sin sangre se sell6 con la llama de un
mechero bunsen. Luego se sedimentaron las células por medio de una centrifuga ad hoc a 3500
rpm durante 10 minutos. Mediante un abaco se estableci6 la proporcién de eritrocitos con
respecto al plasma.

Extendido sanguineo

Se extrajo sangre de la yugular para realizar frotis sanguineo. Se puso especial cuidado
en que los frotis estén bien preparados y libres de sustancias extrafias, pues las particulas de
los restos pueden confundir el diagnostico. Para realizar el extendido fino se descarg6 una gota
de sangre en el extremo del portaobjetos. Se apoy6 un segundo portaobjetos en un angulo de
35° sobre la gota, permitiendo que la sangre corra por capilaridad en el angulo formado por
los 2 portaobjetos. Se desplazé el segundo portaobjetos para formar una pelicula fina sobre el
primero. Para la coloracion, se dej6 secar el extendido antes de fijar con alcohol metilico.
Luego se cubri6 el portaobjeto con el colorante Giemsa preparado al 10% en solucion
bufferada (pH 7), durante 20 minutos. Posteriormente se lavd con agua suavemente para

eliminar exceso de coloracion, y se dejo secar al aire.
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Analisis microscépico

Se utilizo el objetivo de inmersién para lograr un aumento de 1000X. Se revisaron
primero los bordes donde existen mayores posibilidades de encontrar eritrocitos infectados
con Anaplasma spp. La proporcidn de eritrocitos infectados (rickettsemia), se obtuvo después
de contar el total de eritrocitos de 5-10 campos microscopicos.

Serologia

Una vez extraida la muestra sangre sin coagulante se dejo reposar hasta la formacion
del coagulo. Se extrajo el suero y se colocé en tubos eppendorf para luego congelarse.

Para determinar la reaccion de anticuerpos contra A. marginale se realiz6 ELISA de
competicién (kit comercial de VMRD Inc., Pullman, WA) siguiendo el protocolo descripto
por Torioni de Echaide et al. (1998). La densidad dptica de cada muestra fue expresada como
porcentaje de inhibicidn, y el punto de corte utilizado fue de 28.

Extraccion de ADN a partir de muestras de sangre

Se realiz6 la digestion con buffer lisis celular y proteinasa K. La purificacion del ADN
se realiz6 con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y la precipitacion y lavados con
isopropanol y etanol respectivamente (Mastropaolo, 2014).

PCR

Para deteccion de A. marginale se amplifico el gen msplb y para A. centrale, el gen
msp2 mediante PCR anidada utilizando los primers y condiciones descriptas por Molad et
al., (2006). La mezcla de la reaccion se prepard en una cabina de flujo laminar previamente
irradiada con luz UV para minimizar el riesgo de contaminaciones. Se utilizaron controles
positivos (A. marginale S1P) y controles negativos (sangre de animal negativo a Anaplasma
spp, agua libre de DNAsas y RNAsas). Luego del ciclado las muestras fueron corridas en un
gel de agarosa al 1,5% y los productos visualizados mediante la tincién con Bromuro de

Etidio (Promega).

Segunda etapa: infestacion experimental de terneros susceptibles

Transcurrida la muda, los nuevos estadios se sembraron en terneros (caravanas 6712,
6716, 1057, B825) de 3 meses de edad previamente esplenectomizados (técnica descripta en
FAOQO, 1968) libres de A. marginale (figura 15, 16).

Se infestaron dos terneros con 200 ninfas de A. tonelliae y dos terneros con adultos
(40 machos y 40 hembras) de A. tonelliae originados respectivamente de larvas y ninfas
alimentadas sobre el ternero inoculado en la Etapa 1. Las garrapatas se alimentaron por un

periodo de 7 a 10 dias. Una vez transcurrido este periodo, en los terneros se midio temperatura
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rectal y se realiz6 extraccion de sangre con frecuencia semanal durante 90 dias. La sangre de
estos terneros se utilizé para determinar hematocrito y presencia/ausencia de infeccion con A.
marginale por medio de observacion microscopica (frotis sanguineo), PCR (gen msplb) y
serologia (ELISA), segun los procedimientos descriptos para la Etapa 1.

Figura 15: corral con terneros de 3 meses de edad previamente esplenectomizados

libres de A. marginale.

|

Figura 16: adultos de Amblyomma tonelliae luego de la muda, préximos a sembrarse
en los terneros.
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RESULTADOS

En la Etapal, al dia 17 post inoculacion con la cepa S1P de A. marginale, se comenzé
a detectar la presencia de paréasitos en el interior de los eritrocitos (0.3%) dicho porcentaje se
fue incrementando con el transcurso del tiempo (Figura 17), llegando a duplicar el valor inicial
diariamente. Alcanzando el méaximo nivel de parasitemia el dia 24 con el 12 % de los eritrocitos
infectados. A partir del dia 25 se observé un descenso gradual en el nivel de rickettsemia.

Figura 17: Frotis sanguineo coloreado con Giemsa de animal infectado.

DIA | HTO PEI [SEROLOGIA| PCR COMENTARIOS
0 32 - - - |Inoculacién
\Anaplasma detectable pero no parasitemia
13 28 ) ¥ " pateﬁte i i
14 28 - + +
15 28 - + +
16 31 - + +
17 32 0,3% + +  |Parasitemia patente
18 35 | 1,0% + +
19 31 1,5% + +
20 32 | 2,7% + +

Siembra cépsulas de larvas (L) y ninfas

21 29 | 5,0% + + (N)

22 26 7,6% + +

23 26 9,3% + +

24 20 |12,0% + +

25 19 | 9,8% + + |Recoleccion L y N ingurgitadas

26 17 | 7,0% + + |Recoleccion N por capsula despegada

27 17 | 45% + + |Recoleccion L y N ingurgitadas
Tabla 1: Valores de Hematocrito (HTO) y Porcentaje de Eritrocitos Infectados

(PEI), resultados de analisis por Serologia y biologia molecular (PCR).
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La temperatura corporal alcanz6 un valor maximo de 39.9°C el dia 27 post
inoculacion. Las restantes determinaciones no mostraron valores significativos variando entre
los 38 y 39 °C. Los valores de hematocrito fueron variables dentro de los valores de referencia
para bovinos, hasta el dia 23 post inoculacidn con A. marginale, luego se observo un descenso
significativo de los valores hasta 17% el dia 26.

La aparicion de sintomas clinicos fue observada cuando el hematocrito descendié por
debajo de 20 al dia 24 post inoculacion. La sinologia clinica mas evidente fue palidez de
mucosas, debilidad general, la frecuencia respiratoria y cardiaca aumentada. No evidenciando
una marcada disminucién del consumo voluntario. Durante el periodo de ensayo, no fue
necesario realizar transfusion sanguinea o tratamiento alguno con antibiéticos.

La deteccion de A. marginale en el ternero inoculado por serologia y por medio de
PCR fue positiva a partir del dia 13.

Las larvas y ninfa sembradas de Amblyomma tonelliae, se alimentaron durante el
maximo periodo de parasitemia del ternero. Siendo recolectadas los dias 25, 26 y 27. El tiempo
de muda en estufa fue de 15 dias para larvas y 21 dias para ninfas coincidiendo con lo reportado
en la bibliografia.

En la Etapa 2el periodo de alimentacion de las ninfas y adultos fue el esperado (7 a 10
dias) con leves variaciones entre capsulas. En todos los muestreos semanales realizados los
valores de hematocrito y temperatura fueron normales en la totalidad de los animales. De la
misma forma frotis, serologia y PCR arrojaron resultados negativos. Confirmando que la
especie Amblyomma tonelliae no fue capaz de transmitir transestadialmente la cepa S1P de A.

marginale a terneros esplenectomizados bajo las condiciones del presente ensayo.

PCR anidada

msplb A.m.
(Molad 2006) 12 3 45 67 8 9101112131415

1057 MO
1057 M1
1057 M2
1057 M3
1057 M3 KIT
1057 M4
1057 M5
1057 M6

9. 1057 M7

10. 1057 M8 | 16 171819
11. C+ A.m.

12. C+ A.m. 1/10
13.C-

14. Agua

15. Marcador

16. 1057 M9

17. 1057 M10
18. C+ A.m.

19. 19. Marcador

e MU R

Figura 18: Corrida electroforética de productos de amplificacion por PCR.
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DISCUSION Y CONCLUSION

Respecto a la metodologia se destaca la eleccion del sitio de ubicacion de las capsulas
sobre el animal, ya que algunas capsulas se desprendieron siendo mas predisponentes las
ubicadas en la zona de la grupa porgue el ternero se alcanzaba a lamer. Se observo un mejor
comportamiento de las capsulas en lugares planos y parejos como la region de la parrilla costal
respecto a la regién de la grupa. Esto es un punto critico ya que el pegamento utilizado como
sostén de las mismas, poxiram y cianoacrilato (gotita) podria haber influido sobre la
alimentacion de las garrapatas, sobre todo en aquellas capsulas desprendidas que tuvieron que
ser pegadas nuevamente. El retardo de ingurgitacién en algunas capsulas podria deberse a la
aplicacion previa de antibi6tico en el sitio.

Con el objetivo de lograr que las garrapatas se alimenten o ingurgiten en el pico
méaximo de rickettsemia del ternero, los diferentes estadios fueron sembrados en un periodo
ascendente de la rickettsemia, corriendo el riesgo de que el ternero presente signos clinicos
agudos pudiendo ser letales. En el presente ensayo no fue necesario recurrir al uso de
antibioticos (oxitetraciclina) ni de transfusion sanguinea ya que el hematocrito no bajo a lo
largo del estudio por debajo de 15, valor de referencia a partir del cual se recomienda la
transfusion sanguinea y/o tratamiento medicamentoso. Otra opcion hubiese sido infestar al

ternero en un momento de bajo riesgo, cuando la parasitemia comienza a ser patente.

En el presente ensayo las garrapatas se ingurgitaron con valores maximos de
rickettsemia (12% en el pico). Se priorizé la ingestion de eritrocitos infectados con A.
marginale por parte las garrapatas, mas alla de que estos valores no son los mas frecuentes en
condiciones de campo o infeccion natural (en zonas endémicas los valores de parasitemia son

menores al 1%).

Si bien en el presente ensayo A. tonelliae no fue capaz de trasmitir A. marginale, debe
considerarse que este resultado es especificamente para la cepa S1P. Otros estudios de este tipo
han comparado la capacidad infectante de distintas cepas de A. marginale para las garrapatas.
Smith et al. (1986) compararon la capacidad de transmisién de dos cepas de A. marginale
(IMinois y Virginia) por Dermacentor variabilis, logrando transmitir la enfermedad con la cepa
de Virginia mientras que la cepa de Illinois no se pudo transmitir luego de varios intentos. Para
saber si A. tonelliae es capaz de transmitir A. marginale es necesario hacer otros estudios con

diferentes cepas de A. marginale.

En cuanto a antecedentes de transmision por el género de interés, se tomd como
referencia el trabajo de Gaido (1995) en el cual se demuestra transmision transestadial de la

cepa S1P de A. marginale con A. neumanni. Las técnicas diagndsticas utilizadas en dicho
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estudio (CAT y extendido sanguineo) presentan menor sensibilidad que las actuales, como
PCR que es capaz de detectar niveles tan bajos de parasitos en sangre como 30 eritrocitos por
ml de sangre comparado con un extendido sanguineo que es capaz detectar a partir de 10°
eritrocitos parasitados por ml(Torioni et al 1998). Es importante la sensibilidad de las pruebas
al momento de determinar la negatividad de los terneros (provenientes de zona endémica)
esplenectomizados al inicio del ensayo. La discrepancia en los resultados con el presente

trabajo podria deberse también a que se trata de una especia de garrapata diferente.

Este estudio da respuesta a interrogantes de las ciencias basicas principalmente. Al
igual que reportes previos, la negatividad en los resultados aporta antecedentes al discutido rol
de las garrapatas en la epidemiologia de la anaplasmosis bovina. Desde un enfoque orientado
al control de esta enfermedad y considerando sélo prevencion de la transmision, se sugiere
hacer énfasis en la via iatrogénica, que esta descripta y es facil de prevenir; y en simultaneo
continuar con estudios de transmisién para comprender el ciclo completo de A. marginale a

través de sus vectores en Argentina.
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