


H= digestion con Hinfl; B= doble digestion con Hincll y Bsll; calles 1 a 4H y 1 a 4B= patron de
Babesia vogeli proveniente del area de estudio; NTC= No template control.

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

H= digestion con Hinfl; B= doble digestion con Hincll y Bsll; calles 1 a 8= Babesia vogeli del
area de estudio.

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

H= digestion con Hinfl; B= doble digestion con Hincll y Bsll; calles 1H y 1B= RFLP de
Babesia canis (cortesia Megacor GMBH, Austria); calles 2 a 4H y 2 a 4B= RFLP de Babesia
vogeli del area de estudio; NTC= No template control.



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

6H 100Marker 1B p1:) 5B 6B 100 Marker

H= digestion con Hinfl; B= doble digestion con Hincll y Bsll; calles 1-2H y 1-2B= RFLP de
Hepatozoon canis del area de estudio; calles 3 a 6H y 3 a 6B= Babesia vogeli del area de
estudio.

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

100 Marker

500 pb
\w—-\

= digestion con ; B= doble digestion con Hincll y Bsll; calles 1-2H y

Rangelia vitalii (una del area de estudio y otra del area endémica de Entre Rios); 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 area de estudio.



4.2.3 Muestras negativas por microscopia

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 secuenciacion. Esto significa que el 0,78 % de las muestras negativas por
microscopia resultaron ser falsos negativos para piroplasmas. En 3 de las 514 (0,58 %),
de un grupo de 19 muestras que habian resultado parasitémicas a H. canis mediante
microscopia (pero no a piroplasmas), se observd amplificacion de una banda de ADN de
alrededor de 900 pb con los primers BT mediante nested-PCR. El corte con enzimas
mostrd un patrén caracteristico 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 microscopia, pero con monocitos activados

Se testearon mediante nested PCR- RFLP 102 muestras, de las cuales 6 fueron
positivas con un patron de restriccion compatible con B. vogeli, lo que fue confirmado
posteriormente por secuenciacion. 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 seccion anterior (4.2.3).

4.2.5 Secuencias y analisis filogenético

El producto de PCR de 31 muestras fue purificado y remitido a un centro de
referencia para su secuenciacion: las 16 muestras parasitémicas seleccionadas por afios,
las 4 que resultaron positivas entre los negativos por microscopia, las 6 positivas con
monocitos activados, 1 muestra con un patron de RFLP compatible con R. vitalii (del

area de estudio), 3 con RFLP compatible con B. gibsoni (3 muestras provenientes de



Salta) y la muestra de ADN extraido 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 presentdé una homologia casi absoluta, con la
diferencia en una sola base ubicada en la posicion 365 de la secuencia de referencia de
B.vogeli AY072925 (1713 pb, origen: Italia). En esta posicién, 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 posicion, por lo que se la identificd
como “R”. Se seleccion6 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 Unica muestra distinta a RFLP del area de estudio, compatible con R. vitalii,
presentd una secuencia con 99 % de homologia 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 amplificacion del ADN de la garrapata colectada
resulté compatible con B. vogeli y el consenso de la secuencia del amplificado obtenido
fue 100% idéntico a B. vogeli mediante BLAST.

Por ultimo, el consenso de la secuencia de 1584 pb obtenida del ADN de
plasmido 2B 158459, resultdé 99 % idéntico a otras secuencias de B. vogeli mediante

BLAST; por ejemplo presentd 3 bases de diferencia y un gap con la secuencia


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/21622637?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YN195GGW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/38488946?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ZZEPFBRV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/544370307?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=0AE3U17T014

AY072925 de Italia y con las secuencias HM590440 de China y AB083374 de Japon,
en ambos casos 4 bases de diferencia y un gap. Con respecto a la variante alélica
mencionada precedentemente, esta secuencia presentd G en esa posicion.

Con las 4 secuencias depositadas en el GenBank se construyeron 2 arboles
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 relacién a dos
secuencias previas de Argentina y otras tres de Espafia, Italia y EEUU. Mas distantes
quedaron otras secuencias de Sudamérica (Brasil y Venezuela), y otras dos de Egipto y
Japon. De la misma manera, todas las secuencias de B. vogeli de diferentes lugares del
mundo, incluyendo las de Argentina, segregaron proximas entre si y distantes de otras

especies de piroplasmas que afectan al perro.

4.2.6 Co-infecciones

De las 300 muestras positivas a la deteccion microscopica de piroplasmas, se
presentd co-infeccion con H. canis (mediante observacion 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 observacion 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 habian sido previamente observados al microscopio.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/21622637?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YN195GGW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/299892408?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=21MRNTK1014
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Figura 3. Arbol filogenético. Comparaciéon 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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Babesia canis rossi [JN982343)
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Babesia vogell Japor (ABOB3374)
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Babesia vogeli Brasil (AY371185)
Babesia vogell Venezuela (DO257350)
Babesia vogeli Egipio (AY371197)
Babesia vogeli Brasil (AY371194)
Babesia vogeli USA (AY371198)
Babesia vogeli Arg KY290976 (n=2)
Babesia vogeli Arg (KY290978) (n=14)
Babesia vogeli Arg (EU3E2994)
Babesia vogeli Arg (EU362993)
Babesia vogeli Arg (KY290977) (n=8)
Babesia vogell Arg (KY290973) (n=1)
Babesia vogeli Espana (D0Q438545)
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Babesia canis can's (AYOT72926)
Babesia conradas (AF158702)
Theilera annae {(HM212628)

Theilera annae (FJ202022)

Babesia micrati like (ELISBIZET)
Babesia micrati like (AF188001)

Figura 4. Arbol filogenético. Comparaciéon 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.



4.3 Aspectos epidemioldgicos

4.3.1 Estimaciones de prevalencia

La prevalencia general para la presencia de piroplasmas a la observacion
microscopica fue del 0,25 % (300/120567).

Respecto de la estimaciéon de la prevalencia mediante estudios moleculares, se
utilizo el porcentaje de falsos positivos (0,78 %) obtenido en la seccion 4.2.3.
Considerando y extrapolando dicho valor, entre las 120267 muestras negativas por
microscopia, 938 corresponderian 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 (X*=575,7; P < 0,001) a

la observada de 0,25 % por microscopia.

4.3.2 Variaciones temporales

Variacion interanual: El Grafico 1 y la Tabla 6 muestran la variacion interanual

de la infeccion por piroplasmas detectada al microscopio durante todo el periodo. La
prevalencia anual registré variaciones significativas (X*= 37,0 (GL: 10); P < 0,001) con
un minimo de 0,13 % en 2003 y un maximo de 0,37 % en 2012. El Grafico muestra que
la prevalencia tiende a aumentar durante el periodo de estudio.

Variacion estacional: Se observd un patron estacional muy estable, donde hay

una caida anual a cero durante el otofio e invierno y un periodo de activa presencia del
parasito en primavera y verano. Excepto en 2 periodos (2006 y 2007), en el resto de los
afnos el pico méximo se manifestd en primavera. Los resultados se muestran en el
Grafico 2 (trimestral, periodo 2003-2014) y en el Grafico 3 (mensual, periodo 2010-

2014). En este ultimo Grafico se observan patrones similares afio tras afio y pudieron



evaluarse los datos combinados de los cuatro afos (Grafico 4). El inicio de la infeccion
(observacion microscopica de piroplasmas) sucedio hacia fines de agosto y principios
de septiembre con un valor maximo 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 (X*= 135,66 (GL: 2); P < 0,001). El pico
teorico de deteccion de infeccion fue a inicios de diciembre.
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Grafico 1. Variacién interanual de la infeccion por piroplasmas detectada al
microscopio durante el periodo 2003-2014 en caninos domésticos de la zona sur del
AMBA.

Tabla 6. Numero de casos anuales y porcentaje de infeccion por piroplasmas
(detectados al microscopio en muestras sangre canina), en relacion al numero total de
muestras procesadas cada afio, durante el periodo de estudio.



Edad: Se encontraron diferencias significativas entre las categorias de edad
evaluadas (X*= 107,64 (GL: 5); P = 0,0001). Se observé una tendencia de disminucion de
la tasa de infeccion con la edad. El test de comparacion multiple de Tukey mostrd
diferencias significativas entre los perros de 0-6 meses y los mayores de 1 afio, y también
entre los de 6-12 meses y los mayores de 3 afios (Tablas 10, 11 y Grafico 9).

Tabla 7. Numero de casos y muestras procesadas por municipio del area de estudio durante
el periodo 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
BERAZATEGUI BZ 12 2415 0,50
FLORENCIO
VARELA FV 6 1209 0,50
QUILMES QU 18 3965 0,45
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
BERISSO BS 0 148 0,00
CANUELAS CN 0 115 0,00
MAGDALENA MG 0 91 0,00
BRANDSEN BR 0 60 0,00
TOTAL 137 50619 0,27

©) indica las municipalidades donde se hallaron diferencias significativas (ver texto).
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Grafico 5. Municipios con més de 1000 muestras analizadas y la proporcion de muestras
positivas a piroplasmas al microscopio durante el periodo 2010-2014. Ref. EZ= Ezeiza;
EE= Esteban Echeverria; BZ= Berazategui; FV= Florencio Varela; QU= Quilmes; LZ=
Lomas de Zamora; AB= Almirante Brown; LP= La Plata; AV= Avellaneda; LA= Lanus.
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Grafico 6. Proporcion de muestras positivas a piroplasmas detectados microscopicamente,
en las razas de perro mas representativas durante el periodo 2010-2014.



Tabla 8. Casos detectados al microscopio en relacion al tamafio de las razas estudiadas
durante el periodo 2010-2014.

Tamaino  Babesia n  Prevalencia %
+
CHICO 14 7380 0,19
MEDIANO 18 6267 0,29
GRANDE 41 15457 0,27
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Grafico 7. Prevalencia comparativa de piroplasmosis durante 2010-2014 entre razas de
diferente tamafio.

Tabla 9. Hallazgo de piroplasmas al microscopio en relacion al largo de pelo de las razas
mas estudiadas durante el periodo 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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Grafico 8. Prevalencia comparativa de piroplasmosis entre razas de perro con distintos
largos de pelo.

Tabla 10. Prevalencia de piroplasmosis mediante deteccion microscopica en relacion a las
diferentes categorias de edad estudiadas durante el periodo 2010-2014.

Edad Categoria Babesia + Total Prevalencia %
0 a 6 meses 1 29 2318 1,25
>6 meses a 1 afio 2 17 2638 0,64
>1] afio a 3 afos 3 16 5212 0,31
>3 afios a 6 anos 4 13 7635 0,17
>6 anos a 10 afios 5 32 15792 0,20
>10 afios 6 30 17024 0,18




Tabla 11. Comparaciéon de multiples proporciones independientes entre las distintas
categorias de edad de la Tabla 10.

Test de Tukey
Par Tasa % Razén
#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).
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Grafico 9. Piroplasmas detectados al microscopio durante los afios 2010 al 2014 en
relacion a la edad de los perros estudiados. Se muestra la tendencia significativa a disminuir
la infeccion con la edad.



El presente trabajo de Tesis representa la primer caracterizacion diagnostico-
epidemioldgica de la infeccion por B. vogeli en Argentina. De los 300 perros encontrados
positivos a la observacion de piroplasmas al microscopio durante los 11 afios en el area de
estudio, en 200 se realiz6 un abordaje molecular doble: nested-PCR-RFLP y, en un niimero
representativo de muestras, nested-PCR y secuenciacion. La especie B. vogeli fue
confirmada en el 99,5 % de los casos (199 de 200) y se constituye como la principal y mas
expandida en el AMBA. Estos hallazgos se encuentran en concordancia con la amplia
distribucion 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 distribucion mundial, presente en
muchos paises de todos los continentes. En Sudamérica, B. vogeli se encuentra
ampliamente distribuida y probablemente esté presente en casi todos los paises de la region,
aunque existen reportes solamente en Brasil (Passos et al., 2005), Argentina (Eiras et al.,
2008), Venezuela (Criado-Fornelio et al., 2007), Colombia (Vargas-Hernandez et al., 2012)
y Ecuador (Olaya Martinez, 2015). Hay poca informacion sobre qué otras especies de
piroplasmas se presentan en caninos de los paises sudamericanos, a excepcion 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



predominante, siendo reportada



en perros de Costa Rica (Rojas et al., 2014), Haiti y otras islas del Caribe (Starkey et al.,
2016). En Norteamérica, B. vogeli y B. gibsoni son consideradas las especies mas comunes,
principalmente en perros de EEUU (Birkenheuer et al., 2005, 2003; Yeagley et al., 2009).
Otras especies de distribucion geografica aparentemente mas 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). Ademas, en Carolina del Norte se
encuentra descripta la innominada especie Babesia sp., caracterizada en un perro con
parasitemia evidente de merozoitos grandes (Birkenheuer et al., 2004b).

En Europa, B. vogeli se distribuye principalmente alrededor de la cuenca del
Mediterraneo y coexiste con B. canis en ciertos paises como Italia, Eslovenia, Francia,
Espafa, Portugal y Rumania, aunque la distribucion principal de esta ultima 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 7. annae (Espafia y Croacia) y B. gibsoni (Espafia, Alemania e
Italia) (Solano-Gallego & Baneth, 2011).

En el continente africano la especie mas prevalente es B. rossi. Sin embargo, B.
vogeli también fue descripta en perros de varias ciudades de Sudafrica (Jacobson, 2006;
Matjila et al., 2004), Sudan (Oyamada et al., 2005) y Nigeria (Sasaki et al., 2007), y en
perros y en R. sanguineus de la Republica de Tunez (M’ghirbi & Bouattour, 2008). Por
ultimo, 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 paises asiaticos como la India (Singla et al., 2016), Turquia (Gtilanber et

al., 2006), Filipinas (Ybafiez et al., 2017), Japén (Inokuma et al., 2004), China (Xu et al.,



2015; Zheng et al., 2017), Palestina (Azmi et al., 2017) y Tailandia (Piratae et al., 2015).

En Oceania la piroplasmosis canina solo estd descripta en Australia; B. vogeli
principalmente en el norte y B. gibsoni principalmente en el sudeste (Jefferies et al., 2003).

La infeccion por B. vogeli, el piroplasmido predominante en el presente estudio,
puede ser causal de anemia regenerativa de origen hemolitico principalmente en animales
jovenes, pero no estd descripto un patréon clinico homogéneo como en el caso de la
infeccion con otras especies de piroplasmas como B. canis (Solano-Gallego & Baneth,
2011). Los principales hallazgos hematologicos descriptos en la literatura relacionados con
la infeccion 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 patogena de las especies de
piroplasmas que afectan al perro (Solano-Gallego et al., 2008). La afeccion puede ocasionar
signos clinicos mas importantes ante la presencia de otros eventos como inmunosupresion,
esplenectomia o enfermedades concomitantes. La infeccion por B. vogeli debe incluirse
como diagnostico diferencial en los casos de anemia hemolitica o anemia hemolitica
inmunomediada. La presencia cronica del pardsito puede crear dafio eritrocitario y con el
tiempo, la exposicion de los antigenos eritrocitarios internos lleva a la produccion de
anticuerpos especificos contra los eritrocitos. Los anticuerpos producidos contra el parasito,
pueden tener reaccion cruzada contra los mismos eritrocitos o producir deposito de
inmunocomplejos que se adhieren a la membrana de los eritrocitos (Carli et al., 2009).

En el presente trabajo el hallazgo mas frecuente en los animales parasitémicos fue la
anemia no regenerativa, principalmente en animales menores a 1 afo de edad. El recuento
de leucocitos totales fue normal en la mayoria de los casos, aunque se observo desvio a la

izquierda en el 48% de ellos, lo que indica que estos pacientes pueden responder con una



incipiente respuesta inflamatoria ante la infeccion. El otro hallazgo fue la linfopenia que se
presentd en el 70% de los casos, cuya interpretacion -al menos en una parte de ellos-,
podria explicarse por las infecciones virales y otras afecciones concurrentes a la
piroplasmosis (Bilwal et al., 2017), aunque en muchos casos esta observacion podria
carecer de importancia clinica (comunicacion personal, Eiras, 2018). En concordancia con
la escasa patogenicidad reportada para B. vogeli (Jefteries, 2006; Solano-Gallego et al.,
2016), en este trabajo la mayoria de los perros infectados se presentaron con muy baja
parasitemia (1% o menos de los eritrocitos parasitados).

En el caso de la inica muestra identificada como R. vitalii en este estudio (1/200 =
0,5 % de las muestras procesadas), no pudo confirmarse si el perro habia nacido en la zona
y por lo tanto deja abierta la incognita sobre la presencia autdctona de la especie en Buenos
Aires y forma parte de un topico 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 distribuciébn actual de esta especie de garrapata en nuestro pais, que
tradicionalmente fue descripta en las provincias del litoral argentino donde la rangeliosis
canina se presenta con mucha frecuencia, principalmente en Misiones y Entre Rios y muy
probablemente en Corrientes (Eiras et al., 2014; Sanchez et al., 2017). Por esto es preciso
considerar la posible aparicion de algiin caso canino con la sintomatologia tan caracteristica
de esta afeccion (i.e. sangrado espontaneo de las orejas) en la zona de estudio. Los signos
clinicos de la rangeliosis més frecuentes pueden incluir anorexia, apatia, anemia, ictericia,
hemoglobinuria, hemorragias subcutéaneas, hepatomegalia, esplenomegalia,
linfadenomegalia, diarrea con o sin sangre y sangrado espontaneo de orejas, nariz y otras

partes del cuerpo (Franca et al., 2010; Sanchez et al., 2015, 2017). La parasitemia puede



detectarse entre los 10 y 15 dias post infeccion y se mantiene hasta alrededor de los 30 dias
post infeccion. En un estudio muy reciente Sanchez et al. (2017), observan diferentes
formas parasitarias que pueden aparecer en los frotis de sangre coloreados en los perros
infectados con Rangelia. En la infeccion natural, pueden describirse 4 formas parasitarias

detectables en la sangre periférica mediante microscopia; Merozoitos libres tipo 1: pueden

estar solos o en grupos libres en el plasma, de forma variable pero generalmente piriformes,
con estructuras basoéfilas citoplasmaticas tinicas o dobles de 0,5 a 1 pum de diametro,

redondas u ovaladas ademas del nacleo; Merozoitos libres tipo 2: también se encuentran

libres en el plasma, citoplasma basofilo, con forma més globosa y un nucleo mas grande
que los merozoitos tipo 1. No poseen estructuras basoéfilas distintas del nucleo; Merozoitos

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

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

intraeritrocitarios: generalmente Unicos o dobles, con citoplasma levemente basofilo, de

forma piriforme u ovalada (Sénchez et al., 2017) (ver Imagen 3). Estas caracteristicas
diagnosticas resultan bastante llamativas y pueden también ser una alerta para el
diagnostico clinico de laboratorio. De todas maneras, si los merozoitos son solamente
observados dentro de los eritrocitos, no pueden diferenciarse morfolégicamente de otras
especies de piroplasmas grandes y la diferenciacion especifica 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 observacién microscopica de los frotis
sanguineos se observaron estructuras intraeritrocitarias compatibles con merozoitos de

tamafio pequeno (ver Imagen 4). En los estudios moleculares, tanto el corte con enzimas



caracteristico de B. gibsoni (ver Imagenes 6 y 12) como la secuenciacion 100 % idéntica
con secuencias reportadas de la misma especie, resultaron en la inequivoca identificacion
de la especie B. gibsoni en los 3 casos. Si bien estos resultados no se corresponden a
muestras del area de estudio, fueron detectados durante el periodo 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 pequeno que afecta al perro doméstico y los
caninos salvajes. Las manifestaciones de la infeccion aguda incluyen fiebre, anemia
hemolitica, trombocitopenia, esplenomegalia y en algunos casos la muerte, mientras que las
infecciones crénicas son a menudo asintomaticas (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 transmision
horizontal de la infeccion, especificamente 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 infeccion y los estudios referentes al
mecanismo de transmision de B. gibsoni en perros en Argentina.

El orden Piroplasmida est4 constituido por varios géneros de parasitos transmitidos
por garrapatas que infectan a mamiferos y en menor proporcion a las aves. La infeccion por
estos pardsitos, especialmente en los tropicos, tiene importancia médica y econdémica
dependiendo del animal infectado. En la actualidad existe considerable confusion con las
especies de piroplasmas conocidas, especialmente en cuanto al nimero de géneros y las

relaciones entre ellos (Lack et al., 2012). La primera descripcion de Babesia fue realizada



por Babes en 1888, quien reportd la presencia de microorganismos en los globulos 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 relacion entre estos pardsitos y la transmision
vectorial. En la actualidad se describen mas de 100 especies de Babesia y unas 39 de
Theileria, pero este nimero se halla en constante incremento en la medida que mas especies
de piroplasmas son examinadas en mamiferos, lo que indica que este grupo posee una
diversidad elevada (Criado-Fornelio et al., 2004; Schnittger et al., 2012) .

Muchas identificaciones estan basadas en los hallazgos morfologicos o seroldgicos,
ambos con utilidad muy reducida teniendo en cuenta la cercania que hay entre estos
organismos apicomplexa. El género Babesia se halla tradicionalmente dividido del género
Theileria en base a las caracteristicas del ciclo evolutivo, la biologia dentro del vector, la
forma de transmision y la localizacion de la reproduccion asexual en las células del
hospedador vertebrado (Uilenberg, 2006). Tipicamente, Babesia spp. solo se reproduce en
los globulos rojos y posee transmision transovarica y transestadial y Theileria spp. ingresa
a los linfocitos y desarrolla esquizontes antes de infectar a los eritrocitos y depende solo de
la trasmision transestadial (Schnittger et al., 2012). Estas reglas para la diferenciacion
poseen numerosas excepciones y hacen que la sistematica de los piroplasmas se encuentre
en permanente revision.

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 aun como B.
vitalii. La evidencia filogenética junto a las caracteristicas bionémicas particulares y las
manifestaciones clinicas tan peculiares que se encuentran asociadas con la infeccion,
refuerzan la evidencia para que el término Rangelia sea la forma mas correcta de nombrar

al género de este piroplasma (Eiras et al., 2014).



Los estudios moleculares indican que Babesia y Theileria no son monofiléticos y se
requiere de una reexaminacion de la sistematica a fin de determinar la diversidad genérica
de los piroplasmas (Lack et al., 2012). En contraste con las descripciones fenotipicas, las
caracteristicas derivadas del andlisis de secuencias tienen la ventaja de poder diferenciar
especies morfologicamente 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 identificoé una alta homologia entre ellas. Se seleccionaron 4 secuencias
representativas de B. vogeli que fueron depositadas en el GenBank, las que tuvieron muy
escasas diferencias entre si (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 descripcion 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 lejania 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 topico 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 relacion a las deméas CVBDs en el marco
epidemioldgico del andlisis de co-infecciones y diagndstico diferencial. En este sentido, en
los estudios hematologicos de los caninos, la observacion minuciosa del frotis de sangre es
necesaria para la evaluacion de co-infeccion de todos los patdgenos transmitidos por
garrapatas (Harrus & Waner, 2011).

Las co-infecciones tienen una importante relevancia clinica. La presencia de un solo



patdgeno puede no resultar en signos clinicos pero la co-infeccion de 2 o mas patdogenos
transmitidos por vectores ha sido reportada como un factor de exacerbacion de los signos
clinicos o anormalidades hematoldgicas asociadas con estas infecciones (Starkey et al.,
2016). La infeccion simultanea puede ocurrir como resultado de la transmision multiple de
organismos por la misma garrapata o mediante transmision independiente o infeccion
cronica por distintas garrapatas y/o en distintos momentos (Kordick et al., 1999).

La combinacion de Babesia spp., Ehrlichia spp., Hepatozoon spp., Leishmania spp.
0 A. platys ocurre en areas endémicas. La co-infeccion puede parcialmente explicar las
variaciones en la presentacion clinica, la patogenicidad y la respuesta a la terapia (Dantas-
Torres, 2008; Jefferies, 2006; Shaw et al., 2001).

La asociacion de agentes transmitidos por vectores en perros varia mucho de
acuerdo con el lugar y la presencia de vectores competentes. Debido a la rapida expansion
de los artropodos y los agentes transmitidos, y al transito internacional de mascotas y
animales salvajes, el patron de distribucion de las enfermedades de transmision vectorial y
la presentacion conjunta de estas enfermedades en los animales puede cambiar a través del
tiempo en una localizacion determinada (Dantas-Torres, 2008; De Tommasi et al., 2013).

En un exhaustivo trabajo sobre co-infecciones realizado en Haiti, sobre 200 perros
analizados mediante estudios serologicos y moleculares, mas de la mitad tenian evidencia
de infeccidn o co-infeccion actual con Acanthocheilonema reconditum, A. platys, B. vogeli,
D. immitis, E. canis o H. canis. La infeccion concomitante de estos patdgenos fue detectada
por PCR en el 10,6 % de los casos. El piroplasma identificado fue B. vogeli y se
diagnosticé en el 3,4 % en co-infeccion con D. immitis y en el 0,5 % con E. canis (Starkey
et al., 2016). No se reportd co-infeccion entre B. vogeli y H. canis. En Brasil, Paiz et al.

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



estudiados.

En el presente estudio se encontrd co-infeccion mediante microscopia con H. canis
y con D. immitis en una proporciéon no muy elevada pero considerable de casos (9,3 % y 1,3
% de los animales positivos a piroplasmas, respectivamente). Ambos patdgenos se
presentan con relativa frecuencia en la zona de estudio.

Hepatozoon canis es un coccidio sistémico transmitido mediante la ingestion (y no
la picadura) del mismo vector de B. vogeli, la garrapata R. sanguineus. En los perros se
desarrolla la reproduccion asexual (merogonia) en los organos hemolinfaticos,
principalmente médula 6sea, bazo y linfonddulos. No existe un numero definido de
generaciones asexuales y es por eso que los perros infectados permanecen en esa condicion
por el resto de sus vidas. Ademas, los tratamientos disponibles en la actualidad pueden
mejorar la condicion clinica del paciente, pero no logran eliminar la totalidad de los
parasitos. Tampoco se desarrolla una respuesta inmunitaria que controle la infeccién como
sucede con otras especies de coccidios. Algunos merozoitos resultantes de sucesivas
generaciones asexuales pasan al citoplasma de los gldbulos blancos (principalmente
neutrofilos 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 (reproduccion sexual)
y la esporogonia (formacion de ooquistes maduros en el hemocele). La cantidad de
gamontes circulantes se denomina parasitemia y es muy importante, desde el punto de vista
clinico, conocer el nivel de parasitemia en los animales infectados a fin de instaurar la
terapia mas 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 cdlidos del afio, especialmente durante diciembre-enero



(Vezzani et al., 2017).

En el presente trabajo se observa que la piroplasmosis en el area 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 aparicion del pico de deteccion 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 unicas
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 pais. La zona de estudio del presente trabajo de Tesis
es muy probablemente el limite sur de distribucion de este pardsito 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 hemopardsito (mediante observacion de
microfilarias en el microhematocrito) en perros de esta drea, sufrid una marcada
disminuciéon en los ultimos afios: de 3,91 % en 2001 hasta 1,17 % en 2006 (n=19136)
(Vezzani et al., 2011; Vezzani & Eiras, 2017) y 0,31 % durante el periodo marzo de 2010 a
febrero de 2011 (n=14364) (Eiras et al., 2011). Se ha propuesto que este descenso podria
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 Gltimos afios podria explicar la menor cantidad de
infecciones concomitantes con B. vogeli respecto de la co-infeccion con H. canis
encontradas durante el periodo de estudio de esta Tesis.

Si bien la infeccion por E. canis y A. platys en perros del AMBA habia sido



descripta en 2013 (Eiras et al., 2013), los primeros hallazgos de co-infeccion con
merozoitos de piroplasmas al microscopio comenzaron a registrarse en el laboratorio DIAP
luego de finalizado el periodo de estudio del presente trabajo. En la actualidad, la
ehrlichiosis monocitica canina (E. canis) y la trombocitopenia ciclica canina (4. platys) se
presentan en alrededor del 1% de los perros de area de estudio (tasa combinada obtenida
mediante deteccion microscopica de morulas de ambos patdégenos). Ademas, en alrededor
del 9% de los casos positivos a merozoitos de piroplasmas se observan infecciones
concomitantes con morulas de E. canis o A. platys (comunicacion personal, Eiras, 2018)
(Imagen 2). Los estudios epidemioldgicos en la zona sobre estas afecciones del perro
constituyen topicos 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 mas de una especie de piroplasma.

Las Tablas 12, 13 y 14 muestran comparativamente las caracteristicas diferenciales
de las especies de patdogenos que producen CVBDs en Argentina. En el caso de B. vogeli,
los hallazgos hematolédgicos (Tabla 12) y factores de riesgo (Tabla 13) se comparan con los
datos de los demés patdgenos disponibles en la literatura. Ademads, se muestra un resumen

de las principales caracteristicas clinicas para todos los agentes (Tabla 14).



Tabla 12. Hallazgos de laboratorio asociados a la infeccion por los principales patdgenos
transmitidos por vectores en perros de Argentina.

B.vogeli  R.vitalii H. canis L. infantum E. canis D. immitis
Anemia crénica no no si si Si si
Anemia hemolitica 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 encontré con mas frecuencia asociada a la infeccion

con Babesia vogeli fue clasificada como no regenerativa (datos no mostrados en esta Tabla). La
anemia hemolitica se muestra aqui como un hallazgo posible de acuerdo con la literatura y el

mecanismo de accion de dafio de este piroplasma, aunque en nuestro caso, este proceso se presento
solamente en el 7,1 % de los animales anémicos infectados.



Tabla 13. Factores de riesgo de infeccion por los principales patdégenos transmitidos por
vectores en perros de Argentina.

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

Edad <1l afio animales <1 afio animales adultos adultos
jovenes jovenes
Raza no mestizos  mestizos boxer, pastor pelo
cocker aleman corto/gran
tamano

Sexo machos machos machos machos machos machos
Distribucion mundial local mundial mundial mundial mundial
Transmision  posible - posible si - no
vertical
Habitos - - - fuera de la - fuera de la

casa casa




Tabla 14. Hallazgos clinicos asociados a la infeccion por los principales patogenos
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
Linfadenopatia no si si si Si no
Sangrado posible si no posible Si posible
Enfermedades no no no si Posible posible
de piel
Falla renal posible posible posible si Posible posible
Daifio hepatico no no posible si Posible posible
Ictericia posible posible posible posible Posible posible
Dolor muscular no no posible no Posible no
Eliminacion
farmacolégica si si no no Posible posible
del patégeno
Vector garrapatas garrapatas garrapatas flebotomos garrapatas mosquitos

competente




En la etapa aguda de la babesiosis canina, la microscopia es razonablemente
sensible para detectar formas intraeritrocitarias de piroplasmas, si los frotis de sangre estan
bien extendidos y coloreados. La deteccion visual de piroplasmas es confirmatoria del
diagndstico de piroplasmosis y es suficiente para iniciar un tratamiento en la mayoria de los
casos. De manera contraria, la detecciéon de babesiosis cronica o subclinica en perros
portadores requiere de herramientas moleculares debido a que la microscopia en estos casos
en muy poco sensible. Si se confirma la babesiosis en un perro, el veterinario deberia
considerar la posibilidad de infeccion concurrente con otros patdgenos de transmision
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 evaluacion de frotis de sangre y poseen la ventaja
adicional de la diferenciacion de especies que no pueden distinguirse morfolégicamente
(Dantas-Torres & Figueredo, 2006; Garcia de Sa 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 resultdé 4 veces mas sensible que la
microscopia (1,027/0,25 = 4). En términos generales para todo el periodo de estudio, por
cada muestra positiva detectada por microscopia hay 3 que no pudieron diagnosticarse con

este método (ver punto 4.3.1 del capitulo de Resultados). Este incremento en la sensibilidad



puede quiza ser mas evidente si no hay parasitemia detectable al microscopio, pero existe
sospecha clinica. En un trabajo reciente realizado en Filipinas sobre 20 perros sospechosos
de babesiosis (letargia, anemia, trombocitopenia y presencia de garrapatas) pero negativos a
la observacion de frotis sanguineos, 9 de ellos resultaron positivos a B. vogeli por técnicas
moleculares (Ybafiez et al., 2017). Desde el punto de vista clinico, es evidente la
importancia de tener acceso al diagnostico molecular en los casos donde no puede
confirmarse la infeccion mediante diagndstico microscopico directo.

Jefferies et al. (2007a) reportaron una sensibilidad analitica de 2,7 x 10° % 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 globulos rojos para la primera ronda y 2,7 cada 1.000.000.000 en la segunda.
Similarmente, Bose et al. (1995) encontraron para una PCR convencional una sensibilidad
de 10”, o sea un eritrocito parasitado cada 1.000.000.000 de glébulos rojos. Teniendo en
cuenta que la sensibilidad microscopica oscila entre 10° y 10, (o sea entre 0,001 % y
0,0001 %), los resultados del presente trabajo concuerdan con este nivel de deteccion
cuando se utiliza la herramienta de observacion directa de merozoitos 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 aqui
arrojaron una sensibilidad de 1 a 10 parasitos totales luego de la doble reaccion de nested-
PCR, lo que equivale a una parasitemia de 107 (0,00001%), o sea 1 eritrocito parasitado
cada 10.000.000 de globulos rojos. Esto sugiere que la técnica empleada en las condiciones
descriptas tuvo una sensibilidad intermedia entre la deteccidbn microscopica y la
sensibilidad molecular reportada en la literatura. Por otro lado, utilizando primers

especificos para B. vogeli (BAB1 y BAB3) en una PCR simple, Castilho Duarte et al.



(2008) reportaron una sensibilidad de 1 globulo 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 resultd negativa a la nested-PCR. Segln este
autor, esta especie puede ser también amplificada con el protocolo de nested-PCR, con un
producto de amplificacion final més 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 patrén de 353, 222,
289,47, 36y 3 pb (Jefferies et al., 2007a) (ver Tabla 5).

En el presente trabajo, estd técnica resultd positiva en muestras con parasitemia
elevada de H. canis y cuando se la enfrenté con ADN de la cepa de referencia RH de 7.
gondii, con una banda mas elevada que las especies de piroplasmas (cercana a los 900 pb) y
un patron de RFLP diferencial para ambas especies. Cabe destacar que la PCR -cuando fue
utilizada en casos de infeccion concomitante confirmada mediante microscopia entre B.
vogeli y H. canis-, solo resultd positiva a B. vogeli y nunca lo fue para ambas especies. Es
muy probable que los primers no produzcan una unién completa sobre el ADN de H. canis,
y solo se alineen sobre el ADN de los piroplasmas para el que fueron disenados. No se
obtuvo un producto de amplificacidon con esta técnica en ninguno de los otros patdgenos
que se testearon, sean de transmision vectorial o agentes emparentados o de relevancia
epidemioldgica en perros del area 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 patron de corte enzimatico caracteristico de R. vitalii. Este patron es similar al
descripto para B. gibsoni en la digestion con Hinfl (321, 270, 102, 81, 18 pb) pero diferente

(~420, ~220, ~90, ~70 pb) en la digestion doble (ver Tabla 5 e Imagenes 5, 6 y 12).



Bajo cierto tipo de estimulos, los monocitos sanguineos atraviesan un proceso de
diferenciacion llamado “activacion” (Imagen 13). Los monocitos activados en algunos
procesos infecciosos, recuerdan morfologica e inmunohistoquimicamente a los macrofagos
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 andlisis realizados sugieren que los falsos negativos con monocitos
activados estarian 7 veces mas asociados a la presencia de merozoitos de piroplasmas que
los falsos negativos sin diferenciar estas células (5,88 vs 0,78; ver seccion 4.2.4 de
resultados).

La presencia de monocitos activados ha sido reportada como un hallazgo comun
durante la fase aguda de los procesos infecciosos (Raimundo et al., 2016). Estos junto a los
macrofagos y los neutrofilos proveen una primera linea de defensa innata en la respuesta
celular del sistema inmune. Durante la infeccion inicial, los monocitos y neutrofilos
periféricos aparecen en el sitio de infeccion antes que aparezca la respuesta especifica por
anticuerpos. Las dos funciones principales de estas células son: la fagocitosis del material
extrafio y la liberacion de una rafaga 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 reportd que los monocitos sanguineos y los macréfagos tisulares estan
involucrados en la fagocitosis de pardsitos del género Babesia y estan sometidos a un
proceso de activacion durante la infeccién 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 observo que los macrofagos derivados de los monocitos

sanguineos se encontraban altamente activados cuando se compararon con perros no



infectados. El proceso anémico en estos casos pudo resultar severo debido al dafio
oxidativo y la fagocitosis de los eritrocitos, aun de aquellos no parasitados (Otsuka et al.,
2002).

El proceso de activacion de los monocitos se caracteriza por una extensiva
alteracion de la morfologia y las propiedades bioquimicas como el contenido de enzimas
lisosomales y la secrecion de intermediarios toxicos como el factor de necrosis tumoral y
formas reactivas del oxigeno. Las células activadas liberan grandes cantidades de anidén
superoxido para la destruccion intracelular de microorganismos (Otsuka et al., 2002). Por
su parte el 0xido nitrico (NO) formado por la iNOS (6xido nitrico sintetasa inducible) en
los macréfagos, monocitos y otras células juegan multiples roles en la respuesta
inflamatoria y en la destrucciéon de microorganismos. La induccion de la iNOS puede ser
iniciada por IFN-y, TNFa y IL-1 (Guzik et al., 2003; Paim et al., 2013). La 8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina (8-OHdAG) es un derivado oxidativo de la guanina y es uno de los
indicadores mas importantes del dafio 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 observacion de frotis sanguineos caninos se reportd el hallazgo de
monocitos activados en ehrliciosis monocitica y trombocitopenia ciclica, asociadas a
eritrofagocitosis, trombofagocitosis y fagocitosis de material nuclear (Eiras et al., 2013;
Harrus & Waner, 2011). De todas maneras, la relevancia clinica y la asociacion entre los
monocitos activados y la presencia de merozoitos de piroplasmas y/o de otros patégenos
transmitidos por vectores no han despertado especial interés y permanecen hoy en dia

pobremente estudiadas. En los casos de perros negativos al microscopio, pero con presencia



de monocitos activados es recomendable realizar pruebas complementarias para la
deteccion de patdgenos transmitidos por vectores, especialmente PCR.

La informacion disponible sobre la epidemiologia de B. vogeli a nivel mundial es
bastante limitada y en Argentina hasta el presente no existian estudios de estas
caracteristicas. Los resultados presentados demuestran que la piroplasmosis por B. vogeli es
endémica en Buenos Aires, y si bien la prevalencia fue siempre baja, tendi6é a aumentar 3
veces durante los 11 afios de estudio (de 0,13 % a 0,37 %). La prevalencia por microscopia
mostré6 una marcada estacionalidad hacia los meses mas célidos del afio (primavera-
verano), con un pico de deteccion 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 periodo de tantos afios y con un volumen de

muestras tan elevado.

Imagen 13. Monocitos activados asociados a la infeccion por Babesia vogeli.




Flechas rojas= merozoitos de Babesia vogeli; flechas verdes= monocitos activados; flechas azules=
merozoitos fagocitados.

En un estudio realizado en mas de 200 perros rurales en Minas Gerais (Brasil)
donde hay dos estaciones bien definidas durante el afio (estacion seca de abril a septiembre
y estacion lluviosa de octubre a marzo), la prevalencia reportada de B. vogeli al
microscopio fue 0,8% durante la estacion seca y 0% durante la estacion humeda. Los
mismos animales analizados por PCR en tiempo real en ambas estaciones arrojaron una
prevalencia mucho mas elevada (9,9 % para la estacion seca y 10,8 % durante la época
lluviosa) (Costa-Junior et al., 2012). En el noreste de Brasil, utilizando tanto microscopia
como PCR se observo una prevalencia de 2 % y 10 %, respectivamente (Rotondano et al.,
2015). En el presente trabajo, aunque resulto significativamente mayor (1,03 % versus 0,25
%), la prevalencia estimada por nested-PCR no mostré diferencias tan grandes respecto de
la observaciéon microscopica (4 veces mayor) como en los reportes de Brasil. Estas
diferencias regionales podrian deberse a la mayor adaptacion y abundancia del parasito y el
vector a las temperaturas mas elevadas en las zonas tropicales, aunque resulta evidente que
la aparicion de parasitemia microscopicamente detectable guarda una relacion directa con
el momento del afio donde probablemente las garrapatas se encuentran mas 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 paises y regiones. El valor
mas bajo reportado por deteccion microscopica 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 observaciéon microscépica de la



presente Tesis. La mayoria de los reportes resultan de estudios moleculares, y en términos

generales, los valores encontrados varian entre el 1 % y el 6 %, con la excepcion de Brasil

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

Tabla 15. Comparacion de las prevalencias reportadas de Babesia vogeli en perros a nivel

mundial.
Pais 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
Thnez 6,6 % (180) PCR M’ghirbi & Bouattour,
2008
Japon 6,3 % (80) PCR Inokuma et al., 2004
China 1% (1114) PCR Xuetal., 2015
China 4,94 % (162) PCR Zheng et al., 2017
India 0,26 % (778) Microscopia Singla et al., 2016




Australia 5% (238) PCR Hii et al., 2015

o
) 0,8 % (252) . , Costa-Junior et al.,
Brasil Microscopia 2012 @
0% (166)
o
) 9.9 %(252) Costa-Junior et al.,
Brasil PCR 2012 @
10,8 % (166)
Brasil 2% (100) Microscopia Rotondano et al., 2015
Brasil 10 % (100) PCR Rotondano et al., 2015
Colombia 5,4 % (91) PCR Vargas-Hernandez et
al., 2012

@ se reportan los datos de dos estaciones del afio (ver texto).

Los resultados del presente trabajo sugieren que la piroplasmosis canina en la zona
sur del AMBA tiene una distribucion geografica heterogénea con un patron que podria estar
relacionado con la densidad poblacional y el nivel de urbanizacion. Sin embargo, se
necesitarian estudios adicionales para evaluar esta hipotesis a futuro. Un hallazgo similar
fue reportado en el area de estudio para la prevalencia de otra CVBDs, la dirofilariasis
canina (Vezzani et al., 2011).

Respecto de la distribucion por edad y por sexo, la infeccion en el area de estudio se
presentd mas frecuentemente en perros menores de 1 afio 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 mas infectadas, pero no pudieron
realizarse los test de significancia debido a la baja prevalencia encontrada en la mayoria de
las razas (ver Grafico 6). Tampoco se encontrd relacion entre la infeccion de B. vogeli al
microscopio y el tamafio de la raza o el largo de pelo.

En India, Singla et al. (2016) reportaron mayor prevalencia en el rango etario de 1 a



2 afios de edad y no encontraron diferencias entre sexos. En Brasil, Rotondano et al. (2015)
concluyeron que la edad estd relacionada con la babesiosis por B. vogeli, con mayor
frecuencia en perros jovenes entre los 6 y los 12 meses de edad. En Filipinas, Ybafiez et al.
(2017) reportaron que los perros infectados son mayormente mestizos y de menos de 2
afos. Si bien en general los estudios coinciden que los perros mas jévenes son mas
susceptibles a la infeccion 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). Mas aln, en Brasil, Dantas-Torres &
Figueredo (2006) senalaron que la babesiosis canina se presenta mds frecuentemente en
perros mayores de 2 afios y sin diferencias entre sexos y razas. En el sur del mismo pais,
Trapp et al. (2006a) mediante serologia observaron mayor prevalencia en perros mayores
de 1 afio, que se presentan a la consulta con historia de sangrado, se encuentran parasitados
con garrapatas y que residen en areas suburbanas. En Italia, se ha reportado que los perros
de 25 a 48 meses se hallan més afectados por babesiosis que los de otras categorias de edad
(Otranto & Dantas-Torres, 2010). Araujo et al. (2015) reportaron en el noreste de Brasil
mediante serologia, una mayor prevalencia de B. vogeli en perros de raza de tamano
mediano. Birkenheuer et al. (2005) sefialaron una mayor proporcion 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 infeccion por B. vogeli son variados y en
ocasiones contradictorios. Esta variabilidad podria deberse al efecto de las condiciones
climaticas y ambientales locales sobre la transmision del parasito, como se ha observado
para otras CVBDs. Sin embargo, debe notarse que estos estudios tienen disefos (e.g.
procedencia de las muestras) y técnicas diferentes, a veces con nimeros de muestras

insuficientes, y no fueron concebidos con fines comparativos entre si. Adicionalmente, los



estudios serologicos podrian reflejar casos cronicos, en los que no se detecte parasitemia al
microscopio o la misma ocurri6é en un estadio agudo de la infeccioén. Esto podria explicar
que los estudios indirectos revelen prevalencias mayores en animales mayores de 1 afio y
que no guarden una relacién directa con la observacion microscépica de piroplasmas.

Finalmente, en el presente trabajo la coleccion de garrapatas de los perros infectados
o de sus viviendas excedido los limites de los objetivos que se habian propuesto
originalmente y no se realizé sistematicamente 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 area 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 area de estudio desde principios de agosto hasta finales de mayo,
especialmente abundante en los meses mas calidos del afio (comunicacion personal, Eiras,
2018). El analisis del 16S ADNr de R. sanguineus sensu lato revela la existencia de 2
clados filogenéticos principales. Uno de ellos, originario de Sudafrica, estd constituido por
las especies denominadas “tropicales”. El otro grupo estd 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 division 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, Sudafrica, Mozambique y 2 localidades del norte argentino.

El estudio y caracterizacion de las garrapatas del AMBA junto a la deteccion de
patdégenos mediante técnicas directas o moleculares en lo ejemplares colectados, forman

parte de futuras investigaciones de interés médico, epidemiologico e incluso de Salud



Publica.

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 mas de 10 afios.
Esta especie es transmitida por R. sanguineus, una garrapata muy abundante en la zona
durante los meses mas calidos del afio. Esto coincide con la mayor cantidad de casos de
piroplasmosis detectados al microscopio, observandose un pico de positivos de alrededor
del 1% entre noviembre y diciembre de cada ano. En los animales infectados el principal
hallazgo de laboratorio es la anemia no regenerativa, aunque en muchas ocasiones no se
observan manifestaciones hematoldgicas de importancia. La mayoria de los perros
infectados tiene parasitemias bajas (< 1%) y los machos y los animales menores a 1 afio
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
tamafo 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-infeccion con
otros patdgenos resulta un topico de interés en la actualidad. La técnica de nested-PCR
utilizada permite aumentar la sensibilidad diagndstica 4 veces respecto de la microscopia
optica convencional y, junto al corte con enzimas de restriccion, 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 informacion para saber si R. vitalii se

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

modalidad de preparacion en las técnicas utilizadas

1) Revelado de PCR en geles de agarosa
TBE (Tris - borato - EDTA) 5X
Trisbase.................. S4¢g
Acido boérico............ 275¢
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 digestion con enzimas de restriccion, etc. El porcentaje de agarosa de
estos geles varia de acuerdo al tamafo 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 ebullicion y luego agregar 3 ul de

SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific).


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/S33102
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/S33102

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 ebullicion y luego agregar 3 ul de
SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific). Colocar el peine y esperar 10 a
15 minutos hasta gelificar.

Preparacion de las muestras para su siembra
Se utilizara el buffer de siembra que es provisto con el marcador de peso molecular. La
muestra se siembra con buffer de siembra coloreado, permitiendo asi su visualizacion
durante la corrida electroforética. Se toman 5 pl de la muestra y se le agrega 1 ul de
buffer coloreado, los 6 ul 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) Preparacion de BSA (albumina sérica bovina)

Quick Start Bovine Serum Albumin Standard #5000206 (BIORAD). Se utilizé una
solucion stock de 1.4 g/ml (1400pg/1000ul). Para alcanzar la concentracion de 200
png/ml (10X), se colocaron 140 pl de la solucion stock y se completd el volumen hasta

1000 pl.

3) DNTPs (Invitrogen)
Se mezclan partes iguales de cada ANTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) y se fracciona en

volumenes pequetios de uso (25 pl) que se mantienen a -18°C hasta su utilizacion.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/S33102
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/S33102

4) Técnica de Tincion de May Griinwald-Giemsa

-Colocar May Griinwald (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 soluciéon de uso se
prepara diluyendo en una proporcion de 2 gotas de Giemsa (Merck) puro cada 1 ml de
agua destilada.

-Lavar bien con agua corriente.

-Dejar secar y observar bajo microscopio optico a 1000x con aceite de inmersion.



UNIVERSIDAD :
NACIONAL d
DE LA PLATA

SECRETARIA DE POSGRADO
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

Ref. Expediente N° 0606-006075/11-000 ~ Eiras, Diego F. b e

Acta N°175/2018

, Siendo fas 12:10 horas del dia seis del mes de junio del afio dos mil dieciocho, comienza
! |a defensa del Trabajo de Tesis Dactoral del Médico Veterinario Diego Fernando Eiras
3 (DNI 21.468.800) titulado “Aspectos diagnosticos y epidemiolégicos de la piroplasmosis 3
, canina en areas urbanas del sur del Gran Buenos Aires”, dirigido por el Doctor Gastén Andrés

Moré y codirigido por el Doctor Dario Vezzani.

; Para ello se retinen en el Auditorio Zaccardi de la Facultad de Ciencias Veterinarias de 1a
" Universidad Nacional de La Plata, el Sefior Profesor Doctor Ernesto J. A. Spath (INTA Balcarze) y |
’ |as Sefioras Profesoras Doctoras Silvina E. Wilkowsky (INTA Castelar) y Maria Sandra Arauz

(FGV-UNLP), miembros integrantes del Jurado encargado de dictaminar sobre la aceptacion 0

rechazo del mencionado Trabajo de Tesis.

7 Luego de deliberar sabre el trabajo presentado paré acceder al titulo de Doctor en Ciencias
- Veterinarias, el Jurado resolvio:

; El trabajo de esta tesis representa un importante aporte en el conocimiento del diagnostico
y la epidemiologia de la piroplasmosis canina en el Sur del Gran Buenos Aires.

4 En el desarrollo de este trabajo se utilizaron metodologias de diagnéstico hematoldgico, .

‘4 que fueron muy bien complementadas con técnicas de biologia molecular y estudios de ©

. secuenciacion génética. Asi se obtuvieron resultados y conclusiones de gran importancia para . ...

' ampliar el conocimiento de esta enfermedad y de las enfermedadeé trasmitidas por garrapatas en

|

I caninos. |
‘ ‘ :
b La presentacion oral fue muy clara, el desarrollo de los contenidos fue ordenado con un
L }

5

;. apoyo visual ad%cuado. Respondié con solvencia las preguntas realizadas por parte del jurade |

| demostrando uni amplio conocimiento de la tematica abordada. _
Por todo lo expuesto este jurada considera una calificacion de diez {10) sobresaliente.
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