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H= digestión con Hinfl; B= doble digestión con HincII y BslI; calles 1 a 4H y 1 a 4B= patrón de 
Babesia vogeli proveniente del área de estudio; NTC= No template control. 

Imagen 9. Patrón de RFLP en gel de agarosa al 2,5 %, muestras sembradas de manera 
continua. 

 

 

 

 

 

 

 

H= digestión con Hinfl; B= doble digestión con HincII y BslI; calles 1 a 8= Babesia vogeli del 
área de estudio.  

 

Imagen 10. Patrón de RFLP en gel de agarosa al 2,5 %.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H= digestión con Hinfl; B= doble digestión con HincII y BslI; calles 1H y 1B= RFLP de 
Babesia canis (cortesía Megacor GMBH, Austria); calles 2 a 4H y 2 a 4B= RFLP de Babesia 
vogeli del área de estudio; NTC= No template control.  

 

Piroplasmosis canina en Buenos Aires – Diego Fernando Eiras    
 

Piroplasmosis canina en Buenos Aires – Diego Fernando Eiras    
 

Piroplasmosis canina en Buenos Aires  



51 
 
 

 

Imagen 11. Patrón de RFLP en gel de agarosa al 2,5 %.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H= digestión con Hinfl; B= doble digestión con HincII y BslI; calles 1-2H y 1-2B= RFLP de 
Hepatozoon canis del área de estudio; calles 3 a 6H y 3 a 6B= Babesia vogeli del área de 
estudio.  

 

Imagen 12. Patrón de RFLP en gel de agarosa al 2,5 %.  

 

 

 

 

 

 

H= digestión con Hinfl; B= doble digestión con HincII y BslI; calles 1-2H y 1-2B= RFLP de 
Rangelia vitalii (una del área de estudio y otra del área endémica de Entre Ríos); calles 3,4 y 
9H; 3,4 y 9B= RFLP de B. gibsoni (provenientes de Salta); calles 5 a 8H y 5 a 8B= Babesia 
vogeli del área de estudio. 
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4.2.3 Muestras negativas por microscopía 

Entre las 514 muestras negativas por microscopia que se evaluaron mediante 

pruebas moleculares, 4 resultaron positivas a B. vogeli, tanto en el corte con enzimas 

como en la secuenciación. Esto significa que el 0,78 % de las muestras negativas por 

microscopía resultaron ser falsos negativos para piroplasmas. En 3 de las 514 (0,58 %), 

de un grupo de 19 muestras que habían resultado parasitémicas a H. canis mediante 

microscopía (pero no a piroplasmas), se observó amplificación de una banda de ADN de 

alrededor de 900 pb con los primers BT mediante nested-PCR. El corte con enzimas 

mostró un patrón característico para esta especie (ver Tabla 5 e Imagen 11). Las 

restantes 16 muestras positivas a H. canis al microscopio resultaron negativas en la 

nested-PCR. 

4.2.4 Muestras negativas por microscopía, pero con monocitos activados 

Se testearon mediante nested PCR- RFLP 102 muestras, de las cuales 6 fueron 

positivas con un patrón de restricción compatible con B. vogeli, lo que fue confirmado 

posteriormente por secuenciación. Esto significa que el 5,9 % de las muestras negativas 

con monocitos activados resultaron ser falsos negativos. Este valor fue 7 veces mayor al 

registrado como falsos negativos en la sección anterior (4.2.3). 

4.2.5 Secuencias y análisis filogenético 

El producto de PCR de 31 muestras fue purificado y remitido a un centro de 

referencia para su secuenciación: las 16 muestras parasitémicas seleccionadas por años, 

las 4 que resultaron positivas entre los negativos por microscopía, las 6 positivas con 

monocitos activados, 1 muestra con un patrón de RFLP compatible con R. vitalii (del 

área de estudio), 3 con RFLP compatible con B. gibsoni (3 muestras provenientes de 
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Salta) y la muestra de ADN extraído de la garrapata de un perro infectado. Del total, 26 

muestras resultaron 99-100 % idénticas entre ellas y con secuencias previamente 

reportadas como B. vogeli en el GenBank (AY072925 de Europa y AY371198 de USA, 

entre otras). 

La identidad entre las secuencias presentó una homología casi absoluta, con la 

diferencia en una sola base ubicada en la posición 365 de la secuencia de referencia de 

B. vogeli AY072925 (1713 pb, origen: Italia). En esta posición, 2 secuencias 

presentaron adenina, 8 secuencias presentaron guanina y en 14 se observaron dobles 

picos en el electroferograma (de A y G) en la misma posición, por lo que se la identificó 

como “R”. Se seleccionó una secuencia de cada variante para la carga en el GenBank, 

siendo representativa de la variante “A”: KY290976, de la variante “G”: KY290977 y 

de la variante “R”: KY290978.  

La única muestra distinta a RFLP del área de estudio, compatible con R. vitalii, 

presentó una secuencia con 99 % de homología con las reportadas para R. vitalii 

(KT288200 de Passo Fundo, Brasil y KF218606 de Argentina), con una sola base de 

diferencia en ambas comparaciones. 

Las 3 muestras provenientes de perros de la provincia de Salta que también 

fueron secuenciadas, tuvieron 100% de identidad con B. gibsoni mediante BLAST 

(KP666166 y KP666165, entre otras). 

La RFLP del producto de amplificación del ADN de la garrapata colectada 

resultó compatible con B. vogeli y el consenso de la secuencia del amplificado obtenido 

fue 100% idéntico a B. vogeli mediante BLAST. 

Por último, el consenso de la secuencia de 1584 pb obtenida del ADN de 

plásmido 2B 158459, resultó 99 % idéntico a otras secuencias de B. vogeli mediante 

BLAST; por ejemplo presentó 3 bases de diferencia y un gap con la secuencia 
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AY072925 de Italia y con las secuencias HM590440 de China y AB083374 de Japón, 

en ambos casos 4 bases de diferencia y un gap. Con respecto a la variante alélica 

mencionada precedentemente, esta secuencia presentó G en esa posición. 

Con las 4 secuencias depositadas en el GenBank se construyeron 2 árboles 

filogenéticos. El primero para comparar las secuencias de B. vogeli con otras secuencias 

de la misma especie, pero de diferentes regiones del mundo. El segundo para comparar 

las secuencias depositadas con otras especies de piroplasmas que afectan al perro 

(Figuras 3 y 4). Las 4 secuencias depositadas de las 3 variantes de B. vogeli 

mencionadas (A, G y R) segregaron juntas en el mismo clado y en relación a dos 

secuencias previas de Argentina y otras tres de España, Italia y EEUU. Más distantes 

quedaron otras secuencias de Sudamérica (Brasil y Venezuela), y otras dos de Egipto y 

Japón. De la misma manera, todas las secuencias de B. vogeli de diferentes lugares del 

mundo, incluyendo las de Argentina, segregaron próximas entre sí y distantes de otras 

especies de piroplasmas que afectan al perro. 

4.2.6 Co-infecciones 

De las 300 muestras positivas a la detección microscópica de piroplasmas, se 

presentó co-infección con H. canis (mediante observación de gamontes en el mismo 

extendido de sangre donde se observaron los piroplasmas) en 28 casos (9,3 %) y con 

microfilarias de D. immitis (mediante observación de la interfase del capilar de 

microhematocrito) en 4 (1,3 %). 

De los 4 perros que resultaron positivos a PCR del grupo de 514 muestras 

negativas a piroplasmas observables, 3 se encontraban coinfectados con gamontes de 

Hepatozoon que habían sido previamente observados al microscopio. 
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Figura 3. Árbol filogenético. Comparación de las secuencias de Babesia vogeli 
depositadas en el GenBank con otras secuencias de la misma especie reportadas en otras 
partes del mundo. Las secuencias en negrita corresponden a las reportadas como 
representativas de este trabajo de Tesis. 
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Figura 4. Árbol filogenético. Comparación de las secuencias de Babesia vogeli 
depositadas en el GenBank con otras especies de piroplasmas que afectan a los caninos. 
Las secuencias en negrita corresponden a las reportadas como representativas de este 
trabajo de Tesis. 
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4.3 Aspectos epidemiológicos 

4.3.1 Estimaciones de prevalencia 

La prevalencia general para la presencia de piroplasmas a la observación 

microscópica fue del 0,25 % (300/120567). 

Respecto de la estimación de la prevalencia mediante estudios moleculares, se 

utilizó el porcentaje de falsos positivos (0,78 %) obtenido en la sección 4.2.3. 

Considerando y extrapolando dicho valor, entre las 120267 muestras negativas por 

microscopia, 938 corresponderían a falsos negativos. El total de muestras positivas 

estimadas resulta de sumar las 300 positivas al microscopio y las 938 identificadas 

como “falsos negativos”, dando 1238. En consecuencia, la prevalencia estimada por 

PCR fue 1,03 % (1238/120567) y fue significativamente mayor (X2=575,7; P < 0,001) a 

la observada de 0,25 % por microscopia. 

4.3.2 Variaciones temporales 

Variación interanual: El Gráfico 1 y la Tabla 6 muestran la variación interanual 

de la infección por piroplasmas detectada al microscopio durante todo el período. La 

prevalencia anual registró variaciones significativas (X2= 37,0 (GL: 10); P < 0,001) con 

un mínimo de 0,13 % en 2003 y un máximo de 0,37 % en 2012. El Gráfico muestra que 

la prevalencia tiende a aumentar durante el período de estudio. 

Variación estacional: Se observó un patrón estacional muy estable, donde hay 

una caída anual a cero durante el otoño e invierno y un periodo de activa presencia del 

parásito en primavera y verano. Excepto en 2 periodos (2006 y 2007), en el resto de los 

años el pico máximo se manifestó en primavera. Los resultados se muestran en el 

Gráfico 2 (trimestral, período 2003-2014) y en el Gráfico 3 (mensual, período 2010-

2014). En este último Gráfico se observan patrones similares año tras año y pudieron 
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evaluarse los datos combinados de los cuatro años (Gráfico 4). El inicio de la infección 

(observación microscópica de piroplasmas) sucedió hacia fines de agosto y principios 

de septiembre con un valor máximo en noviembre hasta llegar a ser negativo en marzo y 

abril. Los test de estacionalidad arrojaron resultados significativos: test de Freedman 

(V(N)= 0,462, P < 0,01) y test de Edwards (X2= 135,66 (GL: 2); P < 0,001). El pico 

teórico de detección de infección fue a inicios de diciembre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 1. Variación interanual de la infección por piroplasmas detectada al 
microscopio durante el período 2003-2014 en caninos domésticos de la zona sur del 
AMBA. 

 
Tabla 6. Número de casos anuales y porcentaje de infección por piroplasmas 
(detectados al microscopio en muestras sangre canina), en relación al número total de 
muestras procesadas cada año, durante el período de estudio. 
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Edad: Se encontraron diferencias significativas entre las categorías de edad 

evaluadas (X2= 107,64 (GL: 5); P = 0,0001). Se observó una tendencia de disminución de 

la tasa de infección con la edad. El test de comparación múltiple de Tukey mostró 

diferencias significativas entre los perros de 0-6 meses y los mayores de 1 año, y también 

entre los de 6-12 meses y los mayores de 3 años (Tablas 10, 11 y Gráfico 9). 

Tabla 7. Número de casos y muestras procesadas por municipio del área de estudio durante 
el período 2010-2014.  

  
Positivos al frotis n Prevalencia % 

ENSENADA EN 1 132 0,76 
EZEIZA EZ 9 1507 0,60 
ESTEBAN 
ECHEVERRIA EE 13 2486 0,52 (3) 
BERAZATEGUI BZ 12 2415 0,50 
FLORENCIO 
VARELA FV 6 1209 0,50 
QUILMES QU 18 3965 0,45 (3) 
CABA CB 1 248 0,40 
LOMAS DE 
ZAMORA LZ 34 12367 0,27 
ALMIRANTE 
BROWN AB 18 9072 0,20 
LA PLATA LP 11 6649 0,17 
AVELLANEDA AV 8 4869 0,16 
LANUS LA 6 5286 0,11 (3) 
BERISSO BS 0 148 0,00 
CAÑUELAS CÑ 0 115 0,00 
MAGDALENA MG 0 91 0,00 
BRANDSEN BR 0 60 0,00 
TOTAL 

 
137 50619 0,27 

(3) indica las municipalidades donde se hallaron diferencias significativas (ver texto). 
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Gráfico 5. Municipios con más de 1000 muestras analizadas y la proporción de muestras 
positivas a piroplasmas al microscopio durante el período 2010-2014. Ref. EZ= Ezeiza; 
EE= Esteban Echeverría; BZ= Berazategui; FV= Florencio Varela; QU= Quilmes; LZ= 
Lomas de Zamora; AB= Almirante Brown; LP= La Plata; AV= Avellaneda; LA= Lanús. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 6. Proporción de muestras positivas a piroplasmas detectados microscópicamente, 
en las razas de perro más representativas durante el período 2010-2014. 
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Tabla 8. Casos detectados al microscopio en relación al tamaño de las razas estudiadas 
durante el período 2010-2014. 

Tamaño Babesia 
+ 

  n Prevalencia % 

CHICO 14 7380 0,19 
MEDIANO 18 6267 0,29 
GRANDE 41 15457 0,27 

 

 

Gráfico 7. Prevalencia comparativa de piroplasmosis durante 2010-2014 entre razas de 
diferente tamaño. 

 

Tabla 9. Hallazgo de piroplasmas al microscopio en relación al largo de pelo de las razas 
más estudiadas durante el período 2010-2014. 

 

Longitud del pelo Babesia 
+ 

n Prevalencia 
% 

CORTO 38 11985 0.32 
MEDIO 21 9780 0.21 
LARGO 14 7339 0.19 
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Gráfico 8. Prevalencia comparativa de piroplasmosis entre razas de perro con distintos 
largos de pelo. 

 

Tabla 10. Prevalencia de piroplasmosis mediante detección microscópica en relación a las 
diferentes categorías de edad estudiadas durante el período 2010-2014. 

Edad Categoría Babesia + Total Prevalencia % 
0 a 6 meses 1 29 2318 1,25 
>6 meses a 1 año 2 17 2638 0,64 
>1 año a 3 años 3 16 5212 0,31 
>3 años a 6 años 4 13 7635 0,17 
>6 años a 10 años 5 32 15792 0,20 
>10 años 6 30 17024 0,18 
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Tabla 11. Comparación de múltiples proporciones independientes entre las distintas 
categorías de edad de la Tabla 10. 

 

Test de Tukey 
Par Tasa % Razón 

#1, #3 1,3 - 0,3 4,08 P < 0,001 
#1, #4 1,3 – 0,2 7,35 P < 0,001 
#1, #5 1,3 – 0,2 6,17 P < 0,001 
#1, #6 1,3 – 0,2 7,10 P < 0,001 
#2, #4 0,6 – 0,2 3,78 P < 0,01 
#2, #5 0,6 – 0,2 3,18 P < 0,01 
#2, #6 0,6 – 0,2 3,66 P < 0,01 
No se encontraron otras diferencias (P < 0,05). 

 
 
 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 9. Piroplasmas detectados al microscopio durante los años 2010 al 2014 en 
relación a la edad de los perros estudiados. Se muestra la tendencia significativa a disminuir 
la infección con la edad. 
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5- Discusión y Conclusiones 
El presente trabajo de Tesis representa la primer caracterización diagnóstico-

epidemiológica de la infección por B. vogeli en Argentina. De los 300 perros encontrados 

positivos a la observación de piroplasmas al microscopio durante los 11 años en el área de 

estudio, en 200 se realizó un abordaje molecular doble: nested-PCR-RFLP y, en un número 

representativo de muestras, nested-PCR y secuenciación. La especie B. vogeli fue 

confirmada en el 99,5 % de los casos (199 de 200) y se constituye como la principal y más 

expandida en el AMBA. Éstos hallazgos se encuentran en concordancia con la amplia 

distribución de su vector R. sanguineus (Brites-Neto et al., 2015; Dantas-Torres & Otranto, 

2015; Nava et al., 2012).  

Babesia vogeli es un “piroplasma grande” de distribución mundial, presente en 

muchos países de todos los continentes. En Sudamérica, B. vogeli se encuentra 

ampliamente distribuida y probablemente esté presente en casi todos los países de la región, 

aunque existen reportes solamente en Brasil (Passos et al., 2005), Argentina (Eiras et al., 

2008), Venezuela (Criado-Fornelio et al., 2007), Colombia (Vargas-Hernández et al., 2012) 

y Ecuador (Olaya Martínez, 2015). Hay poca información sobre qué otras especies de 

piroplasmas se presentan en caninos de los países sudamericanos, a excepción de B. gibsoni 

en Brasil y R. vitalii en Brasil, Argentina y Uruguay (Soares et al., 2015; Trapp et al., 

2006b). En los estudios realizados en Centroamérica, B.  vogeli también es la especie 

5- Discusión y Conclusiones 
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en perros de Costa Rica (Rojas et al., 2014), Haití y otras islas del Caribe (Starkey et al., 

2016). En Norteamérica, B. vogeli y B. gibsoni son consideradas las especies más comunes, 

principalmente en perros de EEUU (Birkenheuer et al., 2005, 2003; Yeagley et al., 2009). 

Otras especies de distribución geográfica aparentemente más reducida fueron descriptas en 

algunos estados; B. conradae en el sur de California (Kidd et al., 2017; Kjemtrup et al., 

2006) y T. annae en Mississippi (Yeagley et al., 2009). Además, en Carolina del Norte se 

encuentra descripta la innominada especie Babesia sp., caracterizada en un perro con 

parasitemia evidente de merozoítos grandes (Birkenheuer et al., 2004b).  

En Europa, B. vogeli se distribuye principalmente alrededor de la cuenca del 

Mediterráneo y coexiste con B. canis en ciertos países como Italia, Eslovenia, Francia, 

España, Portugal y Rumania, aunque la distribución principal de esta última especie, al 

igual que la de su vector D. reticulatus, es en el norte del continente (Annoscia et al., 2017; 

Irwin, 2009; Schnittger et al., 2012; Solano-Gallego & Baneth, 2011). La otras dos especies 

presentes en Europa son T. annae (España y Croacia) y B. gibsoni (España, Alemania e 

Italia) (Solano-Gallego & Baneth, 2011). 

En el continente africano la especie más prevalente es B. rossi. Sin embargo, B. 

vogeli también fue descripta en perros de varias ciudades de Sudáfrica (Jacobson, 2006; 

Matjila et al., 2004), Sudán (Oyamada et al., 2005) y Nigeria (Sasaki et al., 2007), y en 

perros y en R. sanguineus de la República de Túnez (M’ghirbi & Bouattour, 2008). Por 

último, B. gibsoni ha sido también mencionada como presente en el continente 

(Birkenheuer et al., 1999). 

En Asia, la especie predominante es B. gibsoni aunque B. vogeli se encuentra 

descripta en varios países asiáticos como la India (Singla et al., 2016), Turquía (Gülanber et 

al., 2006), Filipinas (Ybañez et al., 2017), Japón (Inokuma et al., 2004), China (Xu et al., 
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2015; Zheng et al., 2017), Palestina (Azmi et al., 2017) y Tailandia (Piratae et al., 2015). 

En Oceanía la piroplasmosis canina solo está descripta en Australia; B. vogeli 

principalmente en el norte y B. gibsoni principalmente en el sudeste (Jefferies et al., 2003). 

La infección por B. vogeli, el piroplásmido predominante en el presente estudio, 

puede ser causal de anemia regenerativa de origen hemolítico principalmente en animales 

jóvenes, pero no está descripto un patrón clínico homogéneo como en el caso de la 

infección con otras especies de piroplasmas como B. canis (Solano-Gallego & Baneth, 

2011). Los principales hallazgos hematológicos descriptos en la literatura relacionados con 

la infección por B. vogeli son anemia regenerativa o no regenerativa, leucocitosis o 

leucopenia, linfopenia y en algunos casos trombocitopenia (Dantas-Torres & Figueredo, 

2006; Furlanello et al., 2005). Babesia vogeli es la menos patógena de las especies de 

piroplasmas que afectan al perro (Solano-Gallego et al., 2008). La afección puede ocasionar 

signos clínicos más importantes ante la presencia de otros eventos como inmunosupresión, 

esplenectomía o enfermedades concomitantes. La infección por B. vogeli debe incluirse 

como diagnóstico diferencial en los casos de anemia hemolítica o anemia hemolítica 

inmunomediada. La presencia crónica del parásito puede crear daño eritrocitario y con el 

tiempo, la exposición de los antígenos eritrocitarios internos lleva a la producción de 

anticuerpos específicos contra los eritrocitos. Los anticuerpos producidos contra el parásito, 

pueden tener reacción cruzada contra los mismos eritrocitos o producir depósito de 

inmunocomplejos que se adhieren a la membrana de los eritrocitos (Carli et al., 2009). 

En el presente trabajo el hallazgo más frecuente en los animales parasitémicos fue la 

anemia no regenerativa, principalmente en animales menores a 1 año de edad. El recuento 

de leucocitos totales fue normal en la mayoría de los casos, aunque se observó desvío a la 

izquierda en el 48% de ellos, lo que indica que estos pacientes pueden responder con una 
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incipiente respuesta inflamatoria ante la infección. El otro hallazgo fue la linfopenia que se 

presentó en el 70% de los casos, cuya interpretación -al menos en una parte de ellos-, 

podría explicarse por las infecciones virales y otras afecciones concurrentes a la 

piroplasmosis (Bilwal et al., 2017), aunque en muchos casos esta observación podría 

carecer de importancia clínica (comunicación personal, Eiras, 2018). En concordancia con 

la escasa patogenicidad reportada para B. vogeli (Jefferies, 2006; Solano-Gallego et al., 

2016), en este trabajo la mayoría de los perros infectados se presentaron con muy baja 

parasitemia (1% o menos de los eritrocitos parasitados). 

En el caso de la única muestra identificada como R. vitalii en este estudio (1/200 = 

0,5 % de las muestras procesadas), no pudo confirmarse si el perro había nacido en la zona 

y por lo tanto deja abierta la incógnita sobre la presencia autóctona de la especie en Buenos 

Aires y forma parte de un tópico de interés en futuros ensayos. La presencia de su vector, 

A. aureolatum fue descripto en la Ciudad de Buenos Aires (Cicuttin et al., 2013, 2017) y en 

la zona norte de la provincia de Buenos Aires (Colombo et al., 2016). Resulta necesario 

conocer la distribución actual de esta especie de garrapata en nuestro país, que 

tradicionalmente fue descripta en las provincias del litoral argentino donde la rangeliosis 

canina se presenta con mucha frecuencia, principalmente en Misiones y Entre Ríos y muy 

probablemente en Corrientes (Eiras et al., 2014; Sánchez et al., 2017). Por esto es preciso 

considerar la posible aparición de algún caso canino con la sintomatología tan característica 

de esta afección (i.e. sangrado espontáneo de las orejas) en la zona de estudio. Los signos 

clínicos de la rangeliosis más frecuentes pueden incluir anorexia, apatía, anemia, ictericia, 

hemoglobinuria, hemorragias subcutáneas, hepatomegalia, esplenomegalia, 

linfadenomegalia, diarrea con o sin sangre y sangrado espontáneo de orejas, nariz y otras 

partes del cuerpo (França et al., 2010; Sánchez et al., 2015, 2017). La parasitemia puede 
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detectarse entre los 10 y 15 días post infección y se mantiene hasta alrededor de los 30 días 

post infección. En un estudio muy reciente Sánchez et al. (2017), observan diferentes 

formas parasitarias que pueden aparecer en los frotis de sangre coloreados en los perros 

infectados con Rangelia. En la infección natural, pueden describirse 4 formas parasitarias 

detectables en la sangre periférica mediante microscopía; Merozoítos libres tipo 1: pueden 

estar solos o en grupos libres en el plasma, de forma variable pero generalmente piriformes, 

con estructuras basófilas citoplasmáticas únicas o dobles de 0,5 a 1 µm de diámetro, 

redondas u ovaladas además del núcleo; Merozoítos libres tipo 2: también se encuentran 

libres en el plasma, citoplasma basófilo, con forma más globosa y un núcleo más grande 

que los merozoítos tipo 1. No poseen estructuras basófilas distintas del núcleo; Merozoítos 

intraleucocitarios: en el citoplasma de neutrófilos y monocitos, con forma ovalada o 

piriforme. En los monocitos pueden encontrarse dentro de vacuolas; Merozoítos 

intraeritrocitarios: generalmente únicos o dobles, con citoplasma levemente basófilo, de 

forma piriforme u ovalada (Sánchez et al., 2017) (ver Imagen 3). Estas características 

diagnósticas resultan bastante llamativas y pueden también ser una alerta para el 

diagnóstico clínico de laboratorio. De todas maneras, si los merozoítos son solamente 

observados dentro de los eritrocitos, no pueden diferenciarse morfológicamente de otras 

especies de piroplasmas grandes y la diferenciación específica debe hacerse con técnicas 

moleculares. 

Durante el desarrollo de los ensayos moleculares del presente trabajo de Tesis, se 

recibieron en el laboratorio DIAP tres muestras de sangre de caninos de raza Pit Bull 

Terrier provenientes de la provincia de Salta. En la observación microscópica de los frotis 

sanguíneos se observaron estructuras intraeritrocitarias compatibles con merozoítos de 

tamaño pequeño (ver Imagen 4). En los estudios moleculares, tanto el corte con enzimas 
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característico de B. gibsoni (ver Imágenes 6 y 12) como la secuenciación 100 % idéntica 

con secuencias reportadas de la misma especie, resultaron en la inequívoca identificación 

de la especie B. gibsoni en los 3 casos. Si bien estos resultados no se corresponden a 

muestras del área de estudio, fueron detectados durante el período de trabajo, utilizando las 

mismas herramientas técnicas que para el resto de las muestras procesadas y representan el 

primer hallazgo de B. gibsoni (sensu stricto) en Argentina. 

Babesia gibsoni es un piroplasma pequeño que afecta al perro doméstico y los 

caninos salvajes. Las manifestaciones de la infección aguda incluyen fiebre, anemia 

hemolítica, trombocitopenia, esplenomegalia y en algunos casos la muerte, mientras que las 

infecciones crónicas son a menudo asintomáticas (Jefferies et al., 2007b; Trotta et al., 

2009). Esta especie es presumiblemente transmitida por H. longicornis, H. bispinosa y R. 

sanguineus. Sin embargo, en ciertas regiones toma mucha importancia la transmisión 

horizontal de la infección, específicamente mediante la mezcla de sangre capilar durante los 

encuentros de lucha entre perros de pelea. Muchos reportes son descriptos en perros de 

pelea de razas como American Staffordshire Terriers, American Pit Bull Terriers y Tosa 

Japonés (Jefferies et al., 2007b). Resulta de interés veterinario el desarrollo de futuras 

investigaciones sobre la importancia, el impacto de la infección y los estudios referentes al 

mecanismo de transmisión de B. gibsoni en perros en Argentina. 

El orden Piroplasmida está constituido por varios géneros de parásitos transmitidos 

por garrapatas que infectan a mamíferos y en menor proporción a las aves. La infección por 

estos parásitos, especialmente en los trópicos, tiene importancia médica y económica 

dependiendo del animal infectado. En la actualidad existe considerable confusión con las 

especies de piroplasmas conocidas, especialmente en cuanto al número de géneros y las 

relaciones entre ellos (Lack et al., 2012). La primera descripción de Babesia fue realizada 
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por Babes en 1888, quien reportó la presencia de microorganismos en los glóbulos rojos de 

vacas y ovejas en Rumania. En 1893, Smith & Kilbourne (1893), describen las especies B. 

bovis, B. ovis y B. bigemina, y establecen la relación entre estos parásitos y la transmisión 

vectorial. En la actualidad se describen más de 100 especies de Babesia y unas 39 de 

Theileria, pero este número se halla en constante incremento en la medida que más especies 

de piroplasmas son examinadas en mamíferos, lo que indica que este grupo posee una 

diversidad elevada (Criado-Fornelio et al., 2004; Schnittger et al., 2012) . 

Muchas identificaciones están basadas en los hallazgos morfológicos o serológicos, 

ambos con utilidad muy reducida teniendo en cuenta la cercanía que hay entre estos 

organismos apicomplexa. El género Babesia se halla tradicionalmente dividido del género 

Theileria en base a las características del ciclo evolutivo, la biología dentro del vector, la 

forma de transmisión y la localización de la reproducción asexual en las células del 

hospedador vertebrado (Uilenberg, 2006). Típicamente, Babesia spp. solo se reproduce en 

los glóbulos rojos y posee transmisión transovárica y transestadial y Theileria spp. ingresa 

a los linfocitos y desarrolla esquizontes antes de infectar a los eritrocitos y depende solo de 

la trasmisión transestadial (Schnittger et al., 2012). Estas reglas para la diferenciación 

poseen numerosas excepciones y hacen que la sistemática de los piroplasmas se encuentre 

en permanente revisión.  

Para el caso de R. vitalii no existe consenso sobre si esta especie debe pertenecer al 

género Rangelia o al género Babesia y en muchos trabajos se la menciona aún como B. 

vitalii. La evidencia filogenética junto a las características bionómicas particulares y las 

manifestaciones clínicas tan peculiares que se encuentran asociadas con la infección, 

refuerzan la evidencia para que el término Rangelia sea la forma más correcta de nombrar 

al género de este piroplasma (Eiras et al., 2014). 
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Los estudios moleculares indican que Babesia y Theileria no son monofiléticos y se 

requiere de una reexaminación de la sistemática a fin de determinar la diversidad genérica 

de los piroplasmas (Lack et al., 2012). En contraste con las descripciones fenotípicas, las 

características derivadas del análisis de secuencias tienen la ventaja de poder diferenciar 

especies morfológicamente similares y cuantificar estas diferencias (Schnittger et al., 

2012). 

En el presente trabajo, del total de secuencias del gen 18S ARNr de B. vogeli 

obtenidas se identificó una alta homología entre ellas. Se seleccionaron 4 secuencias 

representativas de B. vogeli que fueron depositadas en el GenBank, las que tuvieron muy 

escasas diferencias entre sí (una sola base) y segregaron juntas en el mismo clado al que 

Schnittger et al. (2012) denomina clado VI donde se ubica el denominado grupo Babesia 

(sensu stricto) o el denominado clado I de la descripción de Lack et al. (2012), junto a las 2 

secuencias reportadas de perros de Argentina en 2008 y a secuencias de B. vogeli de Europa 

y EEUU. La mayor lejanía con las secuencias provenientes de Brasil y Venezuela abren la 

pregunta sobre el origen de los genotipos de B. vogeli presentes en la zona de estudio y 

representa un tópico de interés para futuros estudios tanto del gen 18S ARNr como de otros 

genes con mayor variabilidad. 

Si bien los alcances del presente trabajo de Tesis se restringen al estudio de la 

piroplasmosis canina, se discute en lo sucesivo en relación a las demás CVBDs en el marco 

epidemiológico del análisis de co-infecciones y diagnóstico diferencial. En este sentido, en 

los estudios hematológicos de los caninos, la observación minuciosa del frotis de sangre es 

necesaria para la evaluación de co-infección de todos los patógenos transmitidos por 

garrapatas (Harrus & Waner, 2011). 

Las co-infecciones tienen una importante relevancia clínica. La presencia de un solo 
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patógeno puede no resultar en signos clínicos pero la co-infección de 2 o más patógenos 

transmitidos por vectores ha sido reportada como un factor de exacerbación de los signos 

clínicos o anormalidades hematológicas asociadas con estas infecciones (Starkey et al., 

2016). La infección simultánea puede ocurrir como resultado de la transmisión múltiple de 

organismos por la misma garrapata o mediante transmisión independiente o infección 

crónica por distintas garrapatas y/o en distintos momentos (Kordick et al., 1999). 

La combinación de Babesia spp., Ehrlichia spp., Hepatozoon spp., Leishmania spp. 

o A. platys ocurre en áreas endémicas. La co-infección puede parcialmente explicar las 

variaciones en la presentación clínica, la patogenicidad y la respuesta a la terapia (Dantas-

Torres, 2008; Jefferies, 2006; Shaw et al., 2001). 

La asociación de agentes transmitidos por vectores en perros varía mucho de 

acuerdo con el lugar y la presencia de vectores competentes. Debido a la rápida expansión 

de los artrópodos y los agentes transmitidos, y al tránsito internacional de mascotas y 

animales salvajes, el patrón de distribución de las enfermedades de transmisión vectorial y 

la presentación conjunta de estas enfermedades en los animales puede cambiar a través del 

tiempo en una localización determinada (Dantas-Torres, 2008; De Tommasi et al., 2013). 

En un exhaustivo trabajo sobre co-infecciones realizado en Haití, sobre 200 perros 

analizados mediante estudios serológicos y moleculares, más de la mitad tenían evidencia 

de infección o co-infección actual con Acanthocheilonema reconditum, A. platys, B. vogeli, 

D. immitis, E. canis o H. canis. La infección concomitante de estos patógenos fue detectada 

por PCR en el 10,6 % de los casos. El piroplasma identificado fue B. vogeli y se 

diagnosticó en el 3,4 % en co-infección con D. immitis y en el 0,5 % con E. canis (Starkey 

et al., 2016). No se reportó co-infección entre B. vogeli y H. canis. En Brasil, Paiz et al. 

(2016) reporta recientemente la co-infección entre Babesia spp. y H. canis en 1 de 9 perros 
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estudiados.  

En el presente estudio se encontró co-infección mediante microscopía con H. canis 

y con D. immitis en una proporción no muy elevada pero considerable de casos (9,3 % y 1,3 

% de los animales positivos a piroplasmas, respectivamente). Ambos patógenos se 

presentan con relativa frecuencia en la zona de estudio.  

Hepatozoon canis es un coccidio sistémico transmitido mediante la ingestión (y no 

la picadura) del mismo vector de B. vogeli, la garrapata R. sanguineus. En los perros se 

desarrolla la reproducción asexual (merogonia) en los órganos hemolinfáticos, 

principalmente médula ósea, bazo y linfonódulos. No existe un número definido de 

generaciones asexuales y es por eso que los perros infectados permanecen en esa condición 

por el resto de sus vidas. Además, los tratamientos disponibles en la actualidad pueden 

mejorar la condición clínica del paciente, pero no logran eliminar la totalidad de los 

parásitos. Tampoco se desarrolla una respuesta inmunitaria que controle la infección como 

sucede con otras especies de coccidios. Algunos merozoítos resultantes de sucesivas 

generaciones asexuales pasan al citoplasma de los glóbulos blancos (principalmente 

neutrófilos y en menor medida monocitos) como cuerpos ovales de unas 12 micras de 

largo, denominados gamontes (Baneth et al., 2007). Los gamontes constituyen la forma 

infectante para las garrapatas en donde se desarrolla la gametogonia (reproducción sexual) 

y la esporogonia (formación de ooquistes maduros en el hemocele). La cantidad de 

gamontes circulantes se denomina parasitemia y es muy importante, desde el punto de vista 

clínico, conocer el nivel de parasitemia en los animales infectados a fin de instaurar la 

terapia más adecuada. En la zona de estudio la hepatozoonosis se presenta con una 

prevalencia general de 2,3 % con una marcada tendencia estacional y picos de hasta 6 % de 

prevalencia durante los meses cálidos del año, especialmente durante diciembre-enero 
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(Vezzani et al., 2017). 

En el presente trabajo se observa que la piroplasmosis en el área de estudio se 

presenta con una prevalencia unas 10 veces inferior (0,25 %) a la hepatozoonosis canina, 

con picos de alrededor del 1 % durante la primavera (especialmente durante noviembre-

principios de diciembre), un poco antes de la aparición del pico de detección de H. canis 

durante diciembre-enero (Vezzani et al., 2017). 

El nematodo cardiopulmonar D. immitis es transmitido al perro mediante la 

picadura de mosquitos de diversos géneros, siendo Aedes aegypti y Culex pipiens las únicas 

especies detectadas como vectores en Buenos Aires hasta el momento (Vezzani et al. 

2011a). La dirofilariasis canina por D. immitis en Argentina se encuentra descripta en 11 

provincias, desde el centro al norte el país. La zona de estudio del presente trabajo de Tesis 

es muy probablemente el límite sur de distribución de este parásito en América y la 

prevalencia en perros tiene un rango entre 0,2 y 6,7 % dependiendo del municipio 

involucrado. La prevalencia general de este hemoparásito (mediante observación de 

microfilarias en el microhematocrito) en perros de esta área, sufrió una marcada 

disminución en los últimos años: de 3,91 % en 2001 hasta 1,17 % en 2006 (n=19136)  

(Vezzani et al., 2011; Vezzani & Eiras, 2017) y 0,31 % durante el período marzo de 2010 a 

febrero de 2011 (n=14364) (Eiras et al., 2011). Se ha propuesto que este descenso podría 

estar relacionado con el uso extensivo de drogas con actividad filaricida como la 

ivermectina y las tetraciclinas y sus derivados (Vezzani et al., 2011). La prevalencia 

decreciente de este nematode durante los últimos años podría explicar la menor cantidad de 

infecciones concomitantes con B. vogeli respecto de la co-infección con H. canis 

encontradas durante el período de estudio de esta Tesis. 

Si bien la infección por E. canis y A. platys en perros del AMBA había sido 
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descripta en 2013 (Eiras et al., 2013), los primeros hallazgos de co-infección con 

merozoítos de piroplasmas al microscopio comenzaron a registrarse en el laboratorio DIAP 

luego de finalizado el período de estudio del presente trabajo. En la actualidad, la 

ehrlichiosis monocítica canina (E. canis) y la trombocitopenia cíclica canina (A. platys) se 

presentan en alrededor del 1% de los perros de área de estudio (tasa combinada obtenida 

mediante detección microscópica de mórulas de ambos patógenos). Además, en alrededor 

del 9% de los casos positivos a merozoítos de piroplasmas se observan infecciones 

concomitantes con mórulas de E. canis o A. platys (comunicación personal, Eiras, 2018) 

(Imagen 2). Los estudios epidemiológicos en la zona sobre estas afecciones del perro 

constituyen tópicos de interés en futuras investigaciones.  

A diferencia de lo que puede resultar con relativa frecuencia en otras partes del 

mundo (e.g. Australia; Jefferies et al., 2003), en el presente trabajo no se encontraron 

muestras que fueran positivas a más de una especie de piroplasma. 

Las Tablas 12, 13 y 14 muestran comparativamente las características diferenciales 

de las especies de patógenos que producen CVBDs en Argentina. En el caso de B. vogeli, 

los hallazgos hematológicos (Tabla 12) y factores de riesgo (Tabla 13) se comparan con los 

datos de los demás patógenos disponibles en la literatura. Además, se muestra un resumen 

de las principales características clínicas para todos los agentes (Tabla 14). 
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Tabla 12. Hallazgos de laboratorio asociados a la infección por los principales patógenos 
transmitidos por vectores en perros de Argentina. 

  B. vogeli R. vitalii H. canis L. infantum E. canis D. immitis 

Anemia crónica no no si si Si si 

Anemia hemolítica si si posible no posible posible 

Leucocitosis variable - si posible posible - 

Leucopenia variable - posible posible Si - 

Trombocitopenia  posible si posible posible Si posible 

Monocitos activados si si si si Si no 

Hiperproteinemia no - si si Si variable 

Hipoalbuminemia variable - si si Si posible 

En el presente trabajo el tipo de anemia que se encontró con más frecuencia asociada a la infección 
con Babesia vogeli fue clasificada como no regenerativa (datos no mostrados en esta Tabla). La 
anemia hemolítica se muestra aquí como un hallazgo posible de acuerdo con la literatura y el 
mecanismo de acción de daño de este piroplasma, aunque en nuestro caso, este proceso se presentó 
solamente en el 7,1 % de los animales anémicos infectados.  
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Tabla 13. Factores de riesgo de infección por los principales patógenos transmitidos por 
vectores en perros de Argentina. 
 

  B. vogeli R. vitalli H. canis L. infantum E. canis D. immitis 

Edad < 1 año animales 
jóvenes 

< 1 año animales 
jóvenes 

adultos adultos 

Raza no mestizos mestizos boxer, 
cocker 

pastor 
alemán 

pelo 
corto/gran 

tamaño 
Sexo machos machos machos machos machos machos 

Distribución mundial local mundial mundial mundial mundial 

Transmisión 
vertical 

posible - posible si - no 

Hábitos - - - fuera de la 
casa 

- fuera de la 
casa 
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Tabla 14. Hallazgos clínicos asociados a la infección por los principales patógenos 
transmitidos por vectores en perros de Argentina.  

 B. vogeli R. vitalii H. canis L. infantum E. canis D. immitis 

Anorexia si posible si si Si variable 

Fiebre si si si si Si no 

Caquexia si si si si Si si 

Esplenomegalia si si si si Si no 

Linfadenopatía no si si si Si no 

Sangrado posible si no posible Si posible 

Enfermedades 
de piel 

no no no si Posible posible 

Falla renal posible posible posible si Posible posible 

Daño hepático no no posible si Posible posible 

Ictericia posible posible posible posible Posible posible 

Dolor muscular no no posible no Posible no 

Eliminación 
farmacológica 
del patógeno 

si si no no Posible posible 

Vector 
competente 

garrapatas garrapatas garrapatas flebótomos garrapatas mosquitos 
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En la etapa aguda de la babesiosis canina, la microscopía es razonablemente 

sensible para detectar formas intraeritrocitarias de piroplasmas, si los frotis de sangre están 

bien extendidos y coloreados. La detección visual de piroplasmas es confirmatoria del 

diagnóstico de piroplasmosis y es suficiente para iniciar un tratamiento en la mayoría de los 

casos. De manera contraria, la detección de babesiosis crónica o subclínica en perros 

portadores requiere de herramientas moleculares debido a que la microscopía en estos casos 

en muy poco sensible. Si se confirma la babesiosis en un perro, el veterinario debería 

considerar la posibilidad de infección concurrente con otros patógenos de transmisión 

vectorial incluyendo Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Bartonella spp., Hepatozoon spp. y 

Leishmania spp. entre otros (Irwin, 2010). Los métodos moleculares presentan mayor 

sensibilidad y especificidad que la evaluación de frotis de sangre y poseen la ventaja 

adicional de la diferenciación de especies que no pueden distinguirse morfológicamente 

(Dantas-Torres & Figueredo, 2006; Garcia de Sá et al., 2006; Huber et al., 2017; Irwin, 

2009). 

De acuerdo con los supuestos y extrapolaciones utilizadas para estimar la 

prevalencia en el presente estudio, la técnica de PCR resultó 4 veces más sensible que la 

microscopía (1,027/0,25 = 4). En términos generales para todo el periodo de estudio, por 

cada muestra positiva detectada por microscopía hay 3 que no pudieron diagnosticarse con 

este método (ver punto 4.3.1 del capítulo de Resultados). Este incremento en la sensibilidad 
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puede quizá ser más evidente si no hay parasitemia detectable al microscopio, pero existe 

sospecha clínica. En un trabajo reciente realizado en Filipinas sobre 20 perros sospechosos 

de babesiosis (letargia, anemia, trombocitopenia y presencia de garrapatas) pero negativos a 

la observación de frotis sanguíneos, 9 de ellos resultaron positivos a B. vogeli por técnicas 

moleculares (Ybañez et al., 2017). Desde el punto de vista clínico, es evidente la 

importancia de tener acceso al diagnóstico molecular en los casos donde no puede 

confirmarse la infección mediante diagnóstico microscópico directo. 

Jefferies et al. (2007a) reportaron una sensibilidad analítica de 2,7 x 10-6 % de 

parasitemia en la ronda externa de PCR y 2,7 x 10-7 % en la ronda interna utilizando 

diluciones seriales de sangre. Esto equivale a 2,7 eritrocitos parasitados cada 100.000.000 

de glóbulos rojos para la primera ronda y 2,7 cada 1.000.000.000 en la segunda. 

Similarmente, Böse et al. (1995) encontraron para una PCR convencional una sensibilidad 

de 10-9, o sea un eritrocito parasitado cada 1.000.000.000 de glóbulos rojos. Teniendo en 

cuenta que la sensibilidad microscópica oscila entre 10-5 y 10-6, (o sea entre 0,001 % y 

0,0001 %), los resultados del presente trabajo concuerdan con este nivel de detección 

cuando se utiliza la herramienta de observación directa de merozoítos al microscopio, pero 

se muestran menos sensibles con lo reportado a nivel molecular, incluso con el trabajo 

original de Jefferies et al. (2007a) que utiliza la misma técnica. Los resultados aquí 

arrojaron una sensibilidad de 1 a 10 parásitos totales luego de la doble reacción de nested-

PCR, lo que equivale a una parasitemia de 10-7 (0,00001%), o sea 1 eritrocito parasitado 

cada 10.000.000 de glóbulos rojos. Esto sugiere que la técnica empleada en las condiciones 

descriptas tuvo una sensibilidad intermedia entre la detección microscópica y la 

sensibilidad molecular reportada en la literatura. Por otro lado, utilizando primers 

específicos para B. vogeli (BAB1 y BAB3) en una PCR simple, Castilho Duarte et al. 
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(2008) reportaron una sensibilidad de 1 glóbulo rojo parasitado, muy similar a lo 

encontrado en el presente trabajo. 

A diferencia de lo encontrado por Jefferies et al. (2007a), en las condiciones 

descriptas para el presente trabajo N. caninum resultó negativa a la nested-PCR. Según este 

autor, esta especie puede ser también amplificada con el protocolo de nested-PCR, con un 

producto de amplificación final más grande (870 pb) respecto de todos los piroplasmas 

descriptos en perros (que van desde 781 a 848 pb). En el mismo trabajo se describe que N. 

caninum puede luego diferenciarse en el corte con la enzima BslI en un patrón de 353, 222, 

289, 47, 36 y 3 pb (Jefferies et al., 2007a) (ver Tabla 5). 

En el presente trabajo, está técnica resultó positiva en muestras con parasitemia 

elevada de H. canis y cuando se la enfrentó con ADN de la cepa de referencia RH de T. 

gondii, con una banda más elevada que las especies de piroplasmas (cercana a los 900 pb) y 

un patrón de RFLP diferencial para ambas especies. Cabe destacar que la PCR -cuando fue 

utilizada en casos de infección concomitante confirmada mediante microscopía entre B. 

vogeli y H. canis-, solo resultó positiva a B. vogeli y nunca lo fue para ambas especies. Es 

muy probable que los primers no produzcan una unión completa sobre el ADN de H. canis, 

y solo se alineen sobre el ADN de los piroplasmas para el que fueron diseñados. No se 

obtuvo un producto de amplificación con esta técnica en ninguno de los otros patógenos 

que se testearon, sean de transmisión vectorial o agentes emparentados o de relevancia 

epidemiológica en perros del área de estudio. Tal como se describe en uno de los trabajos 

publicados relacionados con el desarrollo de esta Tesis (Eiras et al., 2014), adicionalmente 

se muestra el patrón de corte enzimático característico de R. vitalii. Este patrón es similar al 

descripto para B. gibsoni en la digestión con HinfI (321, 270, 102, 81, 18 pb) pero diferente 

(~420, ~220, ~90, ~70 pb) en la digestión doble (ver Tabla 5 e Imágenes 5, 6 y 12). 
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Bajo cierto tipo de estímulos, los monocitos sanguíneos atraviesan un proceso de 

diferenciación llamado “activación” (Imagen 13). Los monocitos activados en algunos 

procesos infecciosos, recuerdan morfológica e inmunohistoquímicamente a los macrófagos 

activados (Lee et al., 1986). El hallazgo de estas células circulantes fue descripto 

primariamente en las reacciones del huésped contra injertos (Wozniak et al., 1997). En el 

presente trabajo, los análisis realizados sugieren que los falsos negativos con monocitos 

activados estarían 7 veces más asociados a la presencia de merozoítos de piroplasmas que 

los falsos negativos sin diferenciar estas células (5,88 vs 0,78; ver sección 4.2.4 de 

resultados).  

La presencia de monocitos activados ha sido reportada como un hallazgo común 

durante la fase aguda de los procesos infecciosos (Raimundo et al., 2016). Éstos junto a los 

macrófagos y los neutrófilos proveen una primera línea de defensa innata en la respuesta 

celular del sistema inmune. Durante la infección inicial, los monocitos y neutrófilos 

periféricos aparecen en el sitio de infección antes que aparezca la respuesta específica por 

anticuerpos. Las dos funciones principales de estas células son: la fagocitosis del material 

extraño y la liberación de una ráfaga oxidativa. Estas funciones han sido identificadas como 

importantes mediadores de la resistencia innata a varios protozoarios como Leishmania, 

Toxoplasma, Trypanosoma y Plasmodium. (Court et al., 2001). 

Se reportó que los monocitos sanguíneos y los macrófagos tisulares están 

involucrados en la fagocitosis de parásitos del género Babesia y están sometidos a un 

proceso de activación durante la infección con los mismos (Cardoso et al., 2008; Court et 

al., 2001; Jacobson et al., 1993; Otsuka et al., 2002). En un estudio realizado en perros con 

baja parasitemia de B. gibsoni, se observó que los macrófagos derivados de los monocitos 

sanguíneos se encontraban altamente activados cuando se compararon con perros no 
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infectados. El proceso anémico en estos casos pudo resultar severo debido al daño 

oxidativo y la fagocitosis de los eritrocitos, aún de aquellos no parasitados (Otsuka et al., 

2002).  

El proceso de activación de los monocitos se caracteriza por una extensiva 

alteración de la morfología y las propiedades bioquímicas como el contenido de enzimas 

lisosomales y la secreción de intermediarios tóxicos como el factor de necrosis tumoral y 

formas reactivas del oxígeno. Las células activadas liberan grandes cantidades de anión 

superóxido para la destrucción intracelular de microorganismos (Otsuka et al., 2002). Por 

su parte el óxido nítrico (NO) formado por la iNOS (óxido nítrico sintetasa inducible) en 

los macrófagos, monocitos y otras células juegan múltiples roles en la respuesta 

inflamatoria y en la destrucción de microorganismos. La inducción de la iNOS puede ser 

iniciada por IFN-ɣ, TNFα y IL-1 (Guzik et al., 2003; Paim et al., 2013). La 8-hidroxi-2´-

desoxiguanosina (8-OHdG) es un derivado oxidativo de la guanina y es uno de los 

indicadores más importantes del daño oxidativo. En un estudio realizado en perros 

infectados con B. vogeli los valores séricos de 8-OHdG se encontraron significativamente 

incrementados comparados con el grupo control. Los niveles de NO se encontraron también 

incrementados pero estas variaciones no fueron significativas (Ciftci et al., 2014). 

Durante la observación de frotis sanguíneos caninos se reportó el hallazgo de 

monocitos activados en ehrliciosis monocítica y trombocitopenia cíclica, asociadas a 

eritrofagocitosis, trombofagocitosis y fagocitosis de material nuclear (Eiras et al., 2013; 

Harrus & Waner, 2011). De todas maneras, la relevancia clínica y la asociación entre los 

monocitos activados y la presencia de merozoítos de piroplasmas y/o de otros patógenos 

transmitidos por vectores no han despertado especial interés y permanecen hoy en día 

pobremente estudiadas. En los casos de perros negativos al microscopio, pero con presencia 
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de monocitos activados es recomendable realizar pruebas complementarias para la 

detección de patógenos transmitidos por vectores, especialmente PCR. 

La información disponible sobre la epidemiología de B. vogeli a nivel mundial es 

bastante limitada y en Argentina hasta el presente no existían estudios de estas 

características. Los resultados presentados demuestran que la piroplasmosis por B. vogeli es 

endémica en Buenos Aires, y si bien la prevalencia fue siempre baja, tendió a aumentar 3 

veces durante los 11 años de estudio (de 0,13 % a 0,37 %). La prevalencia por microscopía 

mostró una marcada estacionalidad hacia los meses más cálidos del año (primavera-

verano), con un pico de detección de alrededor del 1 % en el mes de noviembre y 0 % 

durante los meses de invierno. El presente trabajo es uno de los pocos a nivel mundial en 

estimar la prevalencia anual, durante un período de tantos años y con un volumen de 

muestras tan elevado. 

 

Imagen 13. Monocitos activados asociados a la infección por Babesia vogeli.   
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Flechas rojas= merozoítos de Babesia vogeli; flechas verdes= monocitos activados; flechas azules= 
merozoítos fagocitados. 

 

En un estudio realizado en más de 200 perros rurales en Minas Gerais (Brasil) 

donde hay dos estaciones bien definidas durante el año (estación seca de abril a septiembre 

y estación lluviosa de octubre a marzo), la prevalencia reportada de B. vogeli al 

microscopio fue 0,8% durante la estación seca y 0% durante la estación húmeda. Los 

mismos animales analizados por PCR en tiempo real en ambas estaciones arrojaron una 

prevalencia mucho más elevada (9,9 % para la estación seca y 10,8 % durante la época 

lluviosa) (Costa-Júnior et al., 2012). En el noreste de Brasil, utilizando tanto microscopía 

como PCR se observó una prevalencia de 2 % y 10 %, respectivamente (Rotondano et al., 

2015). En el presente trabajo, aunque resultó significativamente mayor (1,03 % versus 0,25 

%), la prevalencia estimada por nested-PCR no mostró diferencias tan grandes respecto de 

la observación microscópica (4 veces mayor) como en los reportes de Brasil. Estas 

diferencias regionales podrían deberse a la mayor adaptación y abundancia del parásito y el 

vector a las temperaturas más elevadas en las zonas tropicales, aunque resulta evidente que 

la aparición de parasitemia microscópicamente detectable guarda una relación directa con 

el momento del año donde probablemente las garrapatas se encuentran más activas (Dantas-

Torres & Figueredo, 2006).  

Si bien es una especie cosmopolita, la prevalencia de piroplasmosis canina por B. 

vogeli es muy variable entre los estudios realizados en distintos países y regiones. El valor 

más bajo reportado por detección microscópica corresponde a India, 0,26 % (2 de 778) de 

perros positivos a piroplasmas grandes, posteriormente caracterizados como B. vogeli por 

PCR (Singla et al., 2016), dato muy similar al de la observación microscópica de la 
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presente Tesis. La mayoría de los reportes resultan de estudios moleculares, y en términos 

generales, los valores encontrados varían entre el 1 % y el 6 %, con la excepción de Brasil 

donde se observaron prevalencias de alrededor del 10 % (Tabla 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 15. Comparación de las prevalencias reportadas de Babesia vogeli en perros a nivel 
mundial. 
País Prevalencia (N) Técnica utilizada Referencia 

Francia 0,9 % (108) PCR Criado-Fornelio et al., 
2009 

Eslovenia 1,3 % (238) PCR Duh et al., 2004 

Palestina 1,9 % (362) PCR Azmi et al., 2017 

Tailandia 6,3 % (79) PCR Piratae et al., 2015 

Túnez 6,6 % (180) PCR M’ghirbi & Bouattour, 
2008 

Japón 6,3 % (80) PCR Inokuma et al., 2004 

China 1 % (1114) PCR Xu et al., 2015 

China 4,94 % (162) PCR Zheng et al., 2017 

India 0,26 % (778) Microscopía Singla et al., 2016 
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Australia 5 % (238) PCR Hii et al., 2015 

Brasil 
0,8 % (252)                      

0 % (166) 
Microscopía Costa-Júnior et al., 

2012 (4) 
 

Brasil 
9,9 % (252) 

10,8 % (166) 
PCR Costa-Júnior et al., 

2012 (4) 
 

Brasil 2% (100) Microscopía Rotondano et al., 2015 

Brasil 10 % (100) PCR Rotondano et al., 2015 

Colombia 5,4 % (91) PCR Vargas-Hernández et 
al., 2012 

(4) se reportan los datos de dos estaciones del año (ver texto). 

 

Los resultados del presente trabajo sugieren que la piroplasmosis canina en la zona 

sur del AMBA tiene una distribución geográfica heterogénea con un patrón que podría estar 

relacionado con la densidad poblacional y el nivel de urbanización. Sin embargo, se 

necesitarían estudios adicionales para evaluar esta hipótesis a futuro. Un hallazgo similar 

fue reportado en el área de estudio para la prevalencia de otra CVBDs, la dirofilariasis 

canina (Vezzani et al., 2011).  

Respecto de la distribución por edad y por sexo, la infección en el área de estudio se 

presentó más frecuentemente en perros menores de 1 año y en machos. No se encontraron 

diferencias significativas entre los perros de raza y los mestizos. Entre los animales de raza, 

el Pointer, el Dogo argentino y el Basset hound estuvieron más infectadas, pero no pudieron 

realizarse los test de significancia debido a la baja prevalencia encontrada en la mayoría de 

las razas (ver Gráfico 6). Tampoco se encontró relación entre la infección de B. vogeli al 

microscopio y el tamaño de la raza o el largo de pelo. 

En India, Singla et al. (2016) reportaron mayor prevalencia en el rango etario de 1 a 
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2 años de edad y no encontraron diferencias entre sexos. En Brasil, Rotondano et al. (2015) 

concluyeron que la edad está relacionada con la babesiosis por B. vogeli, con mayor 

frecuencia en perros jóvenes entre los 6 y los 12 meses de edad. En Filipinas, Ybañez et al. 

(2017) reportaron que los perros infectados son mayormente mestizos y de menos de 2 

años. Si bien en general los estudios coinciden que los perros más jóvenes son más 

susceptibles a la infección por B. vogeli (Solano-Gallego et al., 2008) y los adultos con 

enfermedades concomitantes (Solano-Gallego & Baneth, 2011), algunos autores no 

encontraron tales relaciones (Maia et al., 2007). Más aún, en Brasil, Dantas-Torres & 

Figueredo (2006) señalaron que la babesiosis canina se presenta más frecuentemente en 

perros mayores de 2 años y sin diferencias entre sexos y razas. En el sur del mismo país, 

Trapp et al. (2006a) mediante serología observaron mayor prevalencia en perros mayores 

de 1 año, que se presentan a la consulta con historia de sangrado, se encuentran parasitados 

con garrapatas y que residen en áreas suburbanas. En Italia, se ha reportado que los perros 

de 25 a 48 meses se hallan más afectados por babesiosis que los de otras categorías de edad 

(Otranto & Dantas-Torres, 2010). Araujo et al. (2015) reportaron en el noreste de Brasil 

mediante serología, una mayor prevalencia de B. vogeli en perros de raza de tamaño 

mediano. Birkenheuer et al. (2005) señalaron una mayor proporción de perros infectados 

con B. vogeli de raza Greyhound en EEUU. En resumen, los hallazgos de distintos autores 

respecto los factores de riesgo asociados a la infección por B. vogeli son variados y en 

ocasiones contradictorios. Esta variabilidad podría deberse al efecto de las condiciones 

climáticas y ambientales locales sobre la transmisión del parásito, como se ha observado 

para otras CVBDs. Sin embargo, debe notarse que estos estudios tienen diseños (e.g. 

procedencia de las muestras) y técnicas diferentes, a veces con números de muestras 

insuficientes, y no fueron concebidos con fines comparativos entre sí. Adicionalmente, los 
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estudios serológicos podrían reflejar casos crónicos, en los que no se detecte parasitemia al 

microscopio o la misma ocurrió en un estadío agudo de la infección. Esto podría explicar 

que los estudios indirectos revelen prevalencias mayores en animales mayores de 1 año y 

que no guarden una relación directa con la observación microscópica de piroplasmas. 

Finalmente, en el presente trabajo la colección de garrapatas de los perros infectados 

o de sus viviendas excedió los límites de los objetivos que se habían propuesto 

originalmente y no se realizó sistemáticamente con el fin de obtener resultados reportables. 

Solamente en una oportunidad se extrajo ADN de una garrapata R. sanguineus colectada de 

un perro infectado del área de estudio y tanto la RFLP como las secuencias obtenidas 

fueron compatibles con B. vogeli.  

El vector de B. vogeli, R. sanguineus, es una especie cosmopolita ampliamente 

presente en el área de estudio desde principios de agosto hasta finales de mayo, 

especialmente abundante en los meses más cálidos del año (comunicación personal, Eiras, 

2018). El análisis del 16S ADNr de R. sanguineus sensu lato revela la existencia de 2 

clados filogenéticos principales. Uno de ellos, originario de Sudáfrica, está constituido por 

las especies denominadas “tropicales”. El otro grupo está relacionado con las garrapatas 

provenientes de Europa y se encuentra constituido por las especies denominadas 

“templadas” (Dantas-Torres & Otranto, 2015). Nava et al. (2012) proponen la división en 2 

grupos bien definidos: el linaje del sur, que incluye los haplotipos encontrados en 

Argentina, Uruguay y Chile; y el linaje del norte, formado por los descriptos en Brasil, 

Paraguay, Colombia, Sudáfrica, Mozambique y 2 localidades del norte argentino. 

El estudio y caracterización de las garrapatas del AMBA junto a la detección de 

patógenos mediante técnicas directas o moleculares en lo ejemplares colectados, forman 

parte de futuras investigaciones de interés médico, epidemiológico e incluso de Salud 
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Pública. 

Los hallazgos de la presente Tesis demuestran que la piroplasmosis canina 

producida por B. vogeli en la zona sur del AMBA es endémica desde hace más de 10 años. 

Esta especie es transmitida por R. sanguineus, una garrapata muy abundante en la zona 

durante los meses más cálidos del año. Esto coincide con la mayor cantidad de casos de 

piroplasmosis detectados al microscopio, observándose un pico de positivos de alrededor 

del 1% entre noviembre y diciembre de cada año. En los animales infectados el principal 

hallazgo de laboratorio es la anemia no regenerativa, aunque en muchas ocasiones no se 

observan manifestaciones hematológicas de importancia. La mayoría de los perros 

infectados tiene parasitemias bajas (≤ 1%) y los machos y los animales menores a 1 año 

constituyen el grupo de mayor riesgo con diferencias significativas. No se observan tales 

diferencias entre perros de raza y mestizos. Tampoco constituyen factores de riesgo el 

tamaño de la raza y el largo de pelo. Las infecciones concomitantes (principalmente con H. 

canis y D. immitis) se presentan en alrededor del 10 % de los casos y la co-infección con 

otros patógenos resulta un tópico de interés en la actualidad. La técnica de nested-PCR 

utilizada permite aumentar la sensibilidad diagnóstica 4 veces respecto de la microscopía 

óptica convencional y, junto al corte con enzimas de restricción, puede ser una herramienta 

importante y de costos relativamente bajos a la hora de conocer la especie de piroplasma 

involucrada en el proceso. Se requiere de mayor información para saber si R. vitalii se 

presenta también en la zona de manera autóctona. 
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7-Apéndice: algunas soluciones de uso frecuente en esta Tesis y 

modalidad de preparación en las técnicas utilizadas 

  

 

1) Revelado de PCR en geles de agarosa  

 TBE (Tris - borato - EDTA) 5X 

Tris base……………… 54 g  

Ácido bórico…………27,5 g 

EDTA 0.5 M (pH=8)…20 ml   

Completar hasta 1000 ml con agua destilada  

Procedimiento:  

Se utiliza para chequear ADN purificado, productos de PCR, fragmentos de ADN 

obtenidos por digestión con enzimas de restricción, etc. El porcentaje de agarosa de 

estos geles varía de acuerdo al tamaño del fragmento (altos pesos moleculares requieren 

concentraciones de agarosa bajas y viceversa). 

Para un gel al 1%:   

Para un gel de 17 calles mezclar 0,30 gr de agarosa + 30 ml de TBE 1X  resuspender en 

microondas durante 30 - 60 segundos hasta ebullición y luego agregar 3 µl de  

SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific).  
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Para un gel al 2,5%:   

Para un gel de 17 calles mezclar 0,75 gr de agarosa + 30 ml de TBE 1X  resuspender en 

microondas durante 30 - 60 segundos hasta ebullición y luego agregar 3 µl de  

SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific). Colocar el peine y esperar 10 a 

15 minutos hasta gelificar. 

Preparación de las muestras para su siembra 

Se utilizará el buffer de siembra que es provisto con el marcador de peso molecular. La 

muestra se siembra con buffer de siembra coloreado, permitiendo así su visualización 

durante la corrida electroforética. Se toman 5 µl de la muestra y se le agrega 1 µl de 

buffer coloreado, los 6 µl resultantes se colocan en los pocillos del gel. La corrida 

electroforética se realiza a 100 voltios durante 20 a 30 minutos o hasta que el colorante 

haya migrado de acuerdo al peso molecular buscado. 

 

2) Preparación de BSA (albúmina sérica bovina) 

Quick Start Bovine Serum Albumin Standard #5000206 (BIORAD). Se utilizó una 

solución stock de 1.4 g/ml (1400µg/1000µl). Para alcanzar la concentración de 200 

µg/ml (10X), se colocaron 140 µl de la solución stock y se completó el volumen hasta 

1000 µl.  

 

3) DNTPs (Invitrogen)  

Se mezclan partes iguales de cada dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) y se fracciona en 

volúmenes pequeños de uso (25 µl) que se mantienen a -18ºC hasta su utilización.  
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4) Técnica de Tinción de May Grünwald-Giemsa  

-Colocar May Grünwald (Merck) puro sobre un frotis de sangre bien seco durante 3 

minutos. 

-Agregar agua destilada dejando caer casi todo el colorante y dejar actuar durante 5 

minutos. 

-Lavar bien con agua corriente. 

-Agregar Giemsa diluido y dejarlo actuar durante 20 minutos. La solución de uso se 

prepara diluyendo en una proporción de 2 gotas de Giemsa (Merck) puro cada 1 ml de 

agua destilada. 

-Lavar bien con agua corriente. 

-Dejar secar y observar bajo microscopio óptico a 1000x con aceite de inmersión. 
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