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RESUMEN

Anaplasma marginale es un microorganismo perteneciente a la familia
Anaplasmataceae y orden Rickettsiales. Actia como parasito obligado al requerir
penetrar dentro de los eritrocitos de los bovinos y otros rumiantes. Es la causa de
la condicion patolégica denominada anaplasmosis, enfermedad caracterizada
principalmente por anemia y fiebre, que ocasiona millonarias perdidas anuales en
la industria ganadera. En Venezuela dicha industria cada afio se ve muy afectada
por esta enfermedad por lo cual el objetivo de esta investigacion fue analizar la
correspondencia entre la estimacion parasitaria para A. marginale y las
alteraciones hematoldgicas existentes en frotis de sangre periférica de bovinos de
la Estacion Experimental Santa Rosa de la Universidad de Los Andes. Se analizé
la sangre de 50 bovinos de la estacion tomando en cuenta la sintomatologia, el
sexo, la edad y la raza. La deteccion se realizO mediante la técnica de frotis de
sangre periférica con la coloracion de Giemsa, arrojando una frecuencia del
microorganismo de 98% (49/50), parasitemias desde 0,05% a 0,45% vy
alteraciones eritrocitarias leves y moderadas. No se encontraron diferencias con
relacion a la presencia de A. marginale y el sexo, edad o raza, asi como también
gue la sintomatologia y las alteraciones hematolégicas no estan ligadas
necesariamente a la presencia del microorganismo.

Palabras clave: Anaplasma marginale, bovinos, frotis de sangre periférica
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INTRODUCCION

Anaplasma marginale representa un reto en la medicina veterinaria, dado
gue la enfermedad que origina en el bovino puede llegar a producir graves
pérdidas econémicas en la industria ganadera en diversas partes del mundo como
consecuencia de las altas tasas de morbilidad y mortalidad, asi como por el brusco
descenso en la produccién lechera y carnica, retrasos en el desarrollo corporal y
abortos (O.1.E., 2004, Aubry y Geale, 2011).

A. marginale es una a-proteobacteria intracelular obligada y responsable de
la patologia denominada anaplasmosis, definida como una enfermedad infecciosa,
cuya presentacion clinica incluye entre otros, anemia progresiva, ictericia, fiebre,
pérdida de peso y ocasionalmente la muerte (Castro y col.,, 2010). Afecta
principalmente a vacunos, bufalinos, camélidos, bisontes, antilopes y venados
(Aubry y Geale, 2011).

La anaplasmosis bovina se presenta principalmente en las regiones
tropicales y subtropicales de todo el mundo. En Venezuela ha sido sefialada en
distintas regiones, habiéndose identificado como una de las tres entidades
hemotrépicas que mayormente obstaculiza el desarrollo ganadero (Reyna-Bello,
2014). Al presente se establece que no existe un tratamiento especifico para la
anaplasmosis, sin embargo, han dado buenos resultados la aplicacion de ciertos
antibidticos, brindando una cura clinica mas no parasitologica. De alli la
importancia de la vigilancia epizootiolégica y la aplicacion de planes sanitarios
como medidas de prevencion y control (Kocan y col., 2003).

El ganado bovino de todas las edades es susceptible a la infeccion con A.
marginale y por ende a desarrollar cuadros de anaplasmosis, pero la gravedad de
la enfermedad aumenta con la edad y algunas variantes epizootiolégicas como la
época del afio asi como el manejo sanitario de las fincas (Richey y Palmer, 1990).

La prevalencia del microorganismo en bovinos es mas notable en animales
mayores de 2 afios; los becerros son menos susceptibles a la infeccion y cuando

se infectan, son menos susceptibles a la enfermedad clinica. Se establece que



una vez infectado, el animal permanece como portador de por vida (Kocan y col.,
2003).

La transmision de este agente es principalmente de modo vectorial, siendo
involucrados diferentes vectores entre ellos la garrapata comun del ganado,
tabanos y moscas. Existen ademds, reportes de transmision iatrogénica y
transplacentaria (Kocan y col., 2003, O.I.E., 2004, Afiez-Rojas y col., 2010).

En laboratorio, el diagnéstico de A. marginale puede realizarse mediante la
aplicacion de métodos directos, serolégicos o moleculares, resultando la
demostracion directa a partir de frotis de sangre el diagndstico primario (Castro y
col., 2010).

Al presente, en las explotaciones ganaderas del pais el comportamiento de
A. marginale no ha sido correctamente entendido. En tal sentido, un veterinario al
observar un animal con anemia y debilidad lo relaciona con A. marginale y es
tratado como tal, sin ningun diagnostico real. Por otro lado, al estar un animal sin
presencia de sintomas, el veterinario asume que estd sano, libre del
microorganismo, subestimando de esta manera su presencia, a sabiendas que
aun en su condicidn crénica o persistente es capaz de disminuir la produccion
(Reyna-Bello, 2014).

Por lo antes mencionado el objetivo de este trabajo fue analizar la
correspondencia entre la frecuencia para A. marginale versus la descripcion
morfoldgica eritrocitaria existente en frotis de sangre periférica de bovinos de la

E.E Santa Rosa de la Universidad de Los Andes.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

A marginale es un microorganismo perteneciente a la familia
Anaplasmataceae y orden Rickettsiales. Actla como parasito obligado al requerir
penetrar dentro de los eritrocitos de los bovinos y otros rumiantes para cumplir con
su proceso de replicacion y supervivencia (Bryton, 2012).

A. marginale es causante de la condicion patolégica denominada
anaplasmosis, enfermedad hemotropica caracterizada principalmente por anemia
y fiebre (Eleizalde y Reyna-Bello, 2014). La anemia que puede ser leve o0 severa
es consecuencia de la fagocitosis de los eritrocitos infectados por parte de las
células reticulo endoteliales. Entre otras manifestaciones se incluyen pérdida de
peso, letargia, ictericia sin hemoglobinuria, deshidratacion, decaimiento, aborto y
muerte (Aubry y Geale, 2011, Bolivar, 2013, Mufioz-Guarnizo y col., 2017). Todas
las razas de bovinos son susceptibles a la anaplasmosis; y referente a la edad, los
bovinos jovenes son considerados mas resistentes a los efectos de una
primoinfeccion por A. marginale, disminuyendo en estos casos los cuadros clinicos
de la enfermedad y desarrollando una larga inmunidad. Sin embargo, se ha
reportado que la anaplasmosis podria causar problemas graves en becerros de
ciertas regiones en América del Sur (Gonzélez vy col., 2014).

Desde el punto de vista econdmico la anaplasmosis adquiere grandes
repercusiones a nivel mundial, especificamente debido a la tasa de mortalidad que
presentan los animales afectados, calculada entre 50.000 a 100.000 bovinos al
afio, asi como a la pérdida de capital de la industria ganadera, con cifras que

alcanzan solo en América Latina los 800 millones de ddlares, comprometiéndose



en consecuencia, la optimizacion de la productividad ganadera (Bryton, 2012). Por
estas razones se promueve alrededor del mundo el estudio de A. marginale.

Han sido identificadas un importante nimero de cepas de A. marginale cuya
heterogeneidad podria ser explicada por el movimiento del ganado y el
mantenimiento de los diferentes genotipos independiente a cada evento de
transmision. Estas cepas no solo difieren en la variabilidad genética, sino también
en area geografica, capacidad de infectar al bovino, toxicidad y poder de
transmisibilidad (Corona y col., 2009).

La transmision de A. marginale ocurre mediante tres vias: bioldgica,
mecéanica y transplacentaria en correspondencia a la susceptibilidad animal y
contextos ideales para su proliferacion (Aubry y Geale, 2011, Mufioz-Guarnizo y
col.,, 2017). En la via biologica esta ampliamente descrito el rol de insectos
hemat6fagos como las garrapatas; sin embargo, en Venezuela y otros paises del
continente, pareciera tener mayor relevancia la transmision mecéanica debido a
dipteros hematofagos tales como los tabanos y moscas de establo, asi como la
infeccion iatrogénica debido a agujas contaminadas durante las jornadas de
vacunacion (Eleizalde y Reyna-Bello, 2014).

A. marginale tiene presencia en las regiones tropicales y subtropicales del
mundo, principalmente donde sobreviven sus vectores, incluyendo los Estados
Unidos, América Central, América del Sur, Africa, Asia, Australia y el sur de
Europa (Brown, 2012).

El diagnéstico de la anaplasmosis en su etapa aguda debe realizarse
clinicamente y con la ayuda de una centrifuga de hematocrito y de un microscopio
(Reyna-Bello, 2014). Considerando la existencia de animales portadores, muchas
veces la identificacion es compleja, debido a la ausencia de sintomas clinicos; A.
marginale en estos casos puede ser detectado ademas de pruebas de laboratorio
gue incluyan examenes directos a partir de frotis sanguineo coloreados, con
pruebas inmunolégicas como la Inmunofluorescencia Indirecta (IFIl) y el Ensayo
por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (ELISA) y entre los procedimientos
moleculares, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Yanez, 2013).

Técnicas inmunoldgicas y moleculares han sido empleadas en diferentes ensayos



de campo, mostrando su versatilidad y precision para el diagndstico, sin embargo
no son las mejores para el diagnostico de la enfermedad; son mas utiles para
determinar los perfiles seroepidemiolégicos de una poblacion, para realizar
traslados de animales o para importar animales libres (Reyna-Bello, 2014).

En Venezuela la anaplasmosis se considera como una enfermedad
enzootica de amplia distribucion, existiendo las condiciones para el desarrollo y
evolucién de sus vectores naturales en casi todas las regiones geogréficas
principalmente en regiones de clima calido. En este sentido, el «status»
epizootiolégico de los rebafios puede variar desde una condicién de inestabilidad
enzootica (bajo porcentaje de animales infectados con alta susceptibilidad a la
infeccion clinica), hasta una condicion de estabilidad enzootica (alto porcentaje de
animales infectados y baja susceptibilidad del rebafio a enfermar clinicamente). En
la mayoria de las fincas, los brotes se observan en situaciones de estrés debido a
la falta de alimentos, pariciones o mal manejo sanitario (Rey y col., 2007, Bolivar,
2013).

La industria ganadera en la zona alta del estado Mérida pudiera verse
comprometida producto de la infeccion por A. marginale y la enfermedad que
ocasiona. De tal modo, que el realizar un estudio de frecuencia para este agente
en un sistema de produccion de gran importancia para la region representado en
la Estacion Experimental Santa Rosa (E. E. Santa Rosa), perteneciente al
Programa de Ganaderia de Altura de la Universidad de Los Andes (Progal-ULA)
asi como la evaluacion hematolégica a un grupo de animales, aporta datos sobre
la casuistica de A. marginale y del estado sanitario que en materia de
hemotrépicos son ejecutados en el sistema de produccion.

Tomando en cuenta el planteamiento anterior se formulé el siguiente
enunciado holopraxico:

Cudl es la frecuencia de A. marginale, su correspondencia a la estimacion
de la parasitemia y a la descripcibn morfologica eritrocitaria presentes en el frotis
de sangre periférica de bovinos que de diferente sexo, edad y raza fueron

muestreados en la E.E Santa Rosa durante el mes de mayo del afio 2017.



Justificacion e Importancia de la Investigacion

A. marginale es responsable de la condicion clinica conocida como
anaplasmosis cuyas implicaciones van mas alld4 de comprometer la salud
individual, ya que puede afectar a la totalidad del rebafo, perturbando la
productividad y rentabilidad de los sistemas ganaderos. La anaplasmosis
principalmente se caracteriza por un cuadro anémico de intensidad variable y
fiebre recurrente, lo que trae como consecuencias grandes pérdidas a los
productores pecuarios por la inminente baja en la produccién, sean estos animales
de leche, carne o doble propésito (Mufioz-Guarnizo y col., 2017). El foco principal
de la prevencion se centra en la instauracion de medidas profilacticas, las cuales
dependen en gran parte, del conocimiento epizootioldgico y de laboratorio que se
tenga sobre los factores de riesgo para un area ganadera en particular (Aubry y
Geale, 2011).

A. marginale ha sido detectada en diferentes asentamientos ganaderos de
Venezuela. En el occidente del pais incluyendo la zona de ganaderia baja del
estado Mérida, es comun observar una prevalencia superior al 50% en extendidos
sanguineos tefidos por los métodos convencionales (Bolivar, 2013).

Segun los datos de la Asociacion Venezolana de la Industria de Salud
Animal (AVISA) se estimo que en el afio 2013 se invirtieron mas de 60 millones de
bolivares en medicamentos para el control de este y otros hemotropicos. Sin
embargo, el impacto econdmico de A. marginale en el pais no ha sido
correctamente determinado, pudiendo en campo ser sobrestimado o subestimado.
En tal sentido, un veterinario clinico al observar un animal tendido (posicion
decubito), lo relaciona con A. marginale u otro hemotrdpico y es tratado como tal,
sin realizar ningun diagnéstico real (sobrestimacién), de tal modo que resultan
necesarios seguimientos oportunos (diagnosticos de laboratorio) y evitar asi el
exceso de drogas que desmejoran la calidad de la carne y leche e incrementen los
costos de produccion. Por otra parte, A. marginale al producir una enfermedad de
alta prevalencia y al estar el animal de pie y produciendo, el veterinario clinico

asume que esta “sano”, y de igual manera sin ningun tipo de diagnostico, se



subestima su presencia, que aun en su condicion crénica o persistente es capaz

de disminuir la produccién (Reyna-Bello, 2014).

Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

. Analizar la correspondencia entre la frecuencia para A. marginale versus la
descripcién morfologica eritrocitaria existente en frotis de sangre periférica de
bovinos de la E.E Santa Rosa de la Universidad de Los Andes.

Objetivos Especificos

. Examinar un frotis de sangre periférica de cada animal muestreado
Identificar A. marginale en frotis de sangre periférica y calcular la
estimacion de la parasitemia
. Identificar las alteraciones eritrocitarias presentes en los frotis de sangre
periférica

. Analizar los hallazgos obtenidos



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

La investigacion permitira describir en un grupo de bovinos pertenecientes
al Programa de Ganaderia de Altura del estado Mérida, la correlacion existente
entre los hallazgos microscopicos de A. marginale y la evaluacion hematologica.
De tal modo que la frecuencia y estimacion de la parasitemia obtenida para A.
marginale y su correlacion a las posibles alteraciones hematologicas encontradas,
permitira explicar el comportamiento de este hemotropico durante el periodo de
evaluacion, y serviran de guia para que el medico veterinario coordinador de la E.
E. Santa Rosa ejecute en campo las medidas de prevencién y control mas
idoneas.

Asi mismo, los resultados obtenidos favoreceran el conocimiento sobre la

circulacién de A. marginale para una zona de ganaderia de altura.

Limitaciones de la Investigacion

El periodo de tiempo de recoleccion de la informacién representd un
importante obstaculo para el desarrollo de la investigacion debido a que fue
coincidente con una etapa de crisis politico y social en el pais, donde tensas y
continuas manifestaciones populares de calle no solo llevaron a la interrupcion de
actividades docentes en la Universidad de Los Andes, sino que también limitaron
el acceso a la E. E. Santa Rosa y por ende a la evaluacién de un mayor niamero

de animales y profundidad en los analisis hematoldgicos.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

En el &mbito internacional, Mufioz-Guarnizo y col (2017), en una provincia al
sur de la Amazonia ecuatoriana con antecedente de diagnoéstico clinico de
anaplasmosis bovina pero sin un mayor estudio que evidencie su prevalencia y
oriente al control de la misma, determinan mediante la visualizacion microscopica
de frotis coloreados con Giemsa, la prevalencia de A. marginale en 600 muestras
de sangre tomadas de igual nimero de bovinos asintomaticos. El 49,5% de las
muestras (297/600) resultaron positivas, sin diferencia significativa entre los
animales que de diferente sexo, edad y sectores de produccion en altitudes
comprendidas entre los 815 y 2800 msnm y temperaturas promedios entre 17 y
22°C fueron estudiados. Tomando en cuenta que los animales no presentaban
signos clinicos relacionados con la enfermedad, los autores concluyen que estos
pudieran constituir un reservorio para la diseminacion del hemotropico al resto de
los animales susceptibles.

Monroy (2015), evalla la seroprevalencia de A. marginale en bovinos de las
islas Galapagos (Ecuador). Para tal fin estudia 184 bovinos seleccionados al azar,
provenientes de 33 fincas, reportando una seroprevalencia general de 64,1%. Los
resultados indican lo comun de exposicion de los bovinos al hemotropico en los
sistemas de produccion de las islas Galapagos, asi como una situacion de
inestabilidad enzootica probablemente debida al inadecuado control de los

vectores.



Yanez (2013), determina en la provincia de Chimborazo (Ecuador) la
incidencia de la anaplasmosis y babesiosis con el apoyo de la microscopia directa
(frotis sanguineos coloreados con Giemsa), reportando en 98,0% y 2,0%
respectivamente la incidencia de estas patologias heméticas, no siendo
detectadas diferencias significativas en estos valores con respecto a la edad y
sexo de los animales, razon por la cual asume que estos factores no predisponen
a la presencia o ausencia de la enfermedad en el ganado bovino de la provincia.
En cuanto a la raza, fueron obtenidas diferencias significativas, demostrando que
ambas enfermedades son dependientes de este parametro. En lo referente a los
vectores, se encontr6 mayor presencia de tabanos y garrapatas. Se concluye que
la anaplasmosis bovina guarda relacion con los bajos indices productivos del
ganado bovino en el area evaluada.

En el ambito nacional, Castellanos y col (2010) a fin de realizar un estudio
hematoldgico asi como una deteccion de hemotropicos en caballos criollos en dos
hatos del estado Apure (Venezuela), evalian durante los meses de marzo y junio
muestras sanguineas de 137 caballos obtenidas por venopuncion yugular. Las
pruebas hematologicas realizadas consistieron en la determinacion de
hemoglobina, hematocrito, concentracion de hemoglobina corpuscular media,
recuento de globulos blancos y férmula leucocitaria diferencial, mientras que la
deteccion de hemotrépicos se realizé mediante las técnicas de Woo y frotis de
capa blanca. Los resultados obtenidos evidenciaron valores disminuidos de
hemoglobina y hematocrito, concentracion de hemoglobina corpuscular media
normal y leucocitosis marcada, con diferencias estadisticamente significativas
entre las variables hemoglobina y hematocrito en funcion al sexo (P<0,05). En el
diagnostico de hemotrépicos se observd estadios morfolégicos de Trypanosoma
evansi, Babesia equi y Anaplasma phagocytophilum.

Diaz y col (2003), seleccionan 12 fincas para un estudio de prevalencia de A.
marginale en el sector La Pifiata, municipio La Caflada de Urdaneta del estado
Zulia (Venezuela). De una poblacion total de 6.894 bovinos, evalian por medio de
IFl y la observacién directa a través de frotis de capa blanca, una muestra de 174

bovinos, obteniendo una seroprevalencia de 95,4% (166/174) y una infeccion
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activa de 56,9% (99/174). Los autores no reportan diferencias significativas con
relacion a la presencia de A. marginale y el sexo o edad de los animales. Todas
las fincas incluidas en la investigacidn mostraron prevalencias para A. marginale
iguales o superiores a 75,0% indicando que la zona estudiada presenta una
condicién de estabilidad enzootica para este hemotropico.

Antecedentes Histdricos o Epistemolégicos

Smith y Kilborne en 1895, en el transcurso de sus investigaciones
relacionadas con la fiebre de la garrapata, fiebre de Texas o babesiosis,
describieron dentro de los glébulos rojos de bovinos infectados, pequefos
corpusculos puntiformes o en forma de cocos y los consideraron como
representantes del ciclo de vida de Babesia bigemina. Theiler en 1910 fue el
primero en considerar estos corpusculos como parte de un nuevo género y le dio
el nombre de Anaplasma marginale debido a la carencia de citoplasma y
localizacion marginal caracteristica dentro del glébulo rojo. La enfermedad que
ocasiona fue denominada anaplasmosis (Richey y col., 1990).

En 1911 el mismo Theiler considero a A. marginale como un parasito
protozoario endoglobular verdadero. Este punto de vista que generalmente fue
aceptado en el pasado con algunas objeciones, se basaba principalmente en que
la enfermedad presentaba signos clinicos similares a la babesiosis. Ese mismo
afio Sieber hizo notar caracteristicas del comportamiento clinico y patolégico del
agente que lo asemejaba a los virus. En 1955 estudios histoquimicos objetaron la
teoria virica. En 1957 Philip observé que el microorganismo presentaba una
estructura interna semejante a la de las rickettsias por lo que lo incluyé dentro del
orden Rickettsiales y cred la familia Anaplasmataceae y el género Anaplasma
(Richey y col., 1990).
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Bases Tedricas

A. marginale es una bacteria, descrita como un cuerpo redondeado denso
marginado hacia la membrana del eritrocito (figura 1), de color azurdfilo con un
halo visible y un tamafio entre 0,3 pmy 1,0 um (Avila y col., 2013). Es causante de
la anaplasmosis, una enfermedad infecciosa no contagiosa que afecta a los
bovinos y otros rumiantes como bufalos, bisontes, antilopes y algunas especies de
ciervos (Aubry y Geale, 2011).

Taxonémicamente A. marginale pertenece a: Clase: Proteo bacteria,
Subclase: Alfa, Orden: Rickettsiales, Familia: Anaplasmataceae (bacterias
intracelulares obligadas que se replican en vacuolas derivadas de membrana, en
el citoplasma de las células hospedadoras eucariéticas), Género: Anaplasma. A
pesar de ser dentro del género la especie mas representativa, existen otras
especies que con cierta relevancia pueden afectar a otros hospedadores como

ovinos, equinos e incluso al hombre (Dumler y col., 2001, Aubry y Geale, 2011).

Figura 1. A. marginale en frotis de sangre periférica (<)

Tomado de Santos y col., 2013

La distribucion de A. marginale es considerablemente extensa
especificamente en las regiones del tropico y subtrépico (Cardona y col. 2012). Es

frecuente en Africa del Sur, Australia, territorios de la antigua Unién Soviética,
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Norte, Centro y Sur América (Gonzélez y col., 2014). En algunos paises tiene
caracter enzootico y asi se pueden observar areas altamente infectadas y areas
de baja o ninguna infeccion. Todos los animales que se encuentran en su area de
distribucién estan expuestos a la enfermedad que ocasiona (Gonzalez y col.,
2014).

La seroprevalencia de A. marginale varia dependiendo de la region
geogréfica estudiada. En Africa se han reportado valores entre 50% y 80%. En los
Estados Unidos entre 6% y 68%. En Veracruz (México) se cuantific6 en 1997 una
seroprevalencia cercana al 70% y en El Salvador entre 73% y 78%. En el estado
de Parana (Brasil) en 1998 se reporté una seroprevalencia del 87,6%, mientras
gue en Suiza estos valores no superan el 8% (Hugh-Jones y col., 1988, Cossio y
col., 1997, Masika y col., 1997, Vidotto y col., 1998, Kinhm, 2002, Rodriguez y col.,
2003). En Venezuela hasta 1990 la prevalencia promedio nacional fue estimada
cercana a 50%. Estudios posteriores han reportado seroprevalencias hasta del
90%, permitiendo inferir que la anaplasmosis es endémica en todo el territorio
nacional. La dependencia de los distintos valores observados es directamente
proporcional a ciertas variables epizootiolégicas como el movimiento de los
animales y el mal control de rebafos infectados (Corona y col.,, 2004, Bolivar,
2013, Reyna-Bello, 2014).

En muchas areas de su distribucion, una de las principales vias de
transmision de A. marginale es la biolégica mediada por garrapatas. Se reportan
entre 14 a 20 especies de garrapatas implicadas en la transmision del
microorganismo (Aubry y Gealee, 2011). La transmision mecanica ademas de
incluir a moscas y tadbanos, incluye la transmision iatrogénica la cual se produce
con frecuencia por medio de fémites contaminados con sangre como agujas,
sierras descorné, mochetas, instrumentos de tatuaje, dispositivos oido-etiquetado
y los instrumentos de castracion (Kocan y col., 2003). La transmisién
transplacentaria involucra el paso del hemotrépico de la vaca al becerro durante la
gestacion (Afez-Rojas y col., 2010).

Independientemente de la via de transmision, ocurrida la infeccién al bovino

A. marginale invade y se replica por fisidbn binaria en los eritrocitos maduros
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originando cambios estructurales y bioquimicos en la membrana del eritrocito,
ocasionando un proceso autoinmune mediado por anticuerpos contra los
eritrocitos parasitados. Al iniciar la colonizacién de los glébulos rojos y
dependiendo de la cepa de A. marginale asi como de la susceptibilidad del
hospedador, la parasitemia asciende rapidamente, pudiendo incluso encontrarse
valores superiores al 60% de eritrocitos infectados lo que se traduce en anemia
hemolitica severa y una tasa de fatalidad alta. Este proceso ocurre en un tiempo
aproximado de 20 a 30 dias, luego, la respuesta inmunoldgica logra controlar al
agente y la parasitemia desciende. Curiosamente, A. marginale nunca desaparece
del bovino porque su sistema inmunolégico jamas logra eliminar por completo al
hemotrépico, permaneciendo con ciertos niveles fluctuantes entre 102 - 10’
microorganismos por mililitro de sangre. Se estima que entre un 10% a 30% de los
animales infectados mueren y los otros se recuperan, constituyéndose en
portadores persistentes (Brayton, 2012, Reyna-Bello, 2014, Medina-Naranjo y col.,
2017).

Respecto a la clinica de la anaplasmosis esta se divide en tres fases. La
fase aguda se identifica por la anemia, aumento de la temperatura, depresion,
anorexia, debilidad muscular e ictericia. La siguiente fase es la hiper aguda,
evidenciada por una pérdida considerable de peso, fallas en el sistema
cardiovascular y respiratorio, pérdida del livido, abortos e incluso la muerte.
Finalmente la fase cronica, donde en caso de sobrevivir, los hospedadores
recuperan su condicion fisica y con el transcurso de las semanas los valores
hematoldgicos regresan a su normalidad, sin olvidar que siguen siendo portadores
(Richey y Palmer, 1990).

A. marginale logra evadir la respuesta inmune facilmente. Esto se debe a un
mecanismo genético denominado recombinacion geénica, el cual se traduce en la
variabilidad antigénica que permite al microorganismo escapar al sistema inmune
del hospedador. Esta variabilidad antigénica inducida por los cambios
aminoacidicos de la proteina de superficie MSP2 explica como en Venezuela
existen seroprevalencias que varian desde 10% hasta 90% en animales

clinicamente sanos. Sin embargo, cuando estos animales entran en estrés
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alimentario o por algunas enfermedades, el sistema inmune recae y se vuelve a
presentar la sintomatologia (Reyna-Bello, 2014).

Los mecanismos de control para la anaplasmosis bovina varian en funcion
del &area de distribucion. Se han sefialado de manera general los siguientes
mecanismos de control: i) mantenimiento de rebafios libres de A. marginale a
través del control de importacion y movimiento, pruebas y eliminacion de ganado
portador; ii) control de vectores; iii) prevencién de la transmisién iatrogénica; iv)
administracion de antibidticos (clorotetraciclina y oxitetraciclina); y V)
preimmunizacién con vacunas vivas e inmunizacion con vacunas muertas. A pesar
de sus beneficios, cada medida presenta inconvenientes que limitan su uso y en
consecuencia aumentan las probabilidades de diseminacion entre los rebafios. Asi
por ejemplo, la vacunacion preventiva utilizando organismos vivos o muertos se ha
practicado por mas de 75 afios, pero su eficacia se ve limitada por la gran
variabilidad antigénica del microorganismo (Barbet y col., 1999, Aubry y Geale,
2011).

Definicion Operacional de Términos

Bovino: Mamifero rumiante de gran tamafio, con un cuerpo robusto, con
altura promedio entre 120 cm a 150 cm y con aproximadamente 600 a 800 kg
como peso promedio. Utilizado para la produccion de leche y carne y el
aprovechamiento de sus derivados como cuernos, excremento y piel

(http://conceptodefinicion.de/ganado-vacuno-o-bovino/).

Ganado bovino: El ganado vacuno o bovino es aquel tipo de ganado que
estd representado por un conjunto de vacas, toros y bueyes que son
domesticados por el hombre para su aprovechamiento y produccion, pudiendo
generar grandes ganancias en la crianza de estos animales debido a los diversos
elementos que se pueden de ellos obtener como su leche, carne o piel.
Generalmente sus derivados son utilizados para la realizacién de otros productos

de uso humano (http://conceptodefinicion.de/ganado-vacuno-o-bovino/).
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Hemoparasito:  Agente etiolégico causante de enfermedades
principalmente en la sangre (aunque puede comprometer otros tejidos), de gran
trascendencia para la salud animal y salud publica a nivel mundial. Entre estos
agentes se cita un gran numero de especies de nematodos y protozoarios. Su
presencia en los animales domésticos produce cuadros heméaticos que afectan la

salud animal (Rodriguez-Vivas y col., 2000).

Hemotrépico bovino: Microorganismo que presenta tropismo (afinidad) por
la sangre de este animal. En Venezuela son importantes por las implicaciones en
materia de salud animal y econdmicas que ocasionan para este hospedador, las
especies A. marginale, Trypanosoma vivax, Babesia bigemina y Babesia bovis,
razon por la cual en su conjunto son conocidos como agentes hemotropicos

(Medina-Naranjo y col., 2017).

Enfermedades hemotrépicas en bovinos: Bajo este nombre se agrupa a
la anaplasmosis, tripanosomiasis y babesiosis, las cuales son definidas como un
conjunto de enfermedades tropicales originadas por los agentes hemotrépicos de
los bovinos. Presentan caracteristicas en comun, como el hecho de que sus
agentes son transmitidos de un animal enfermo a uno sano principalmente a
través de vectores. Clinicamente las tres enfermedades son similares, originando
fiebre, anemia, decaimiento, postracion, incremento de la frecuencia respiratoria y
cardiaca, lo que trae como consecuencia la disminucion de la produccion, tanto de
leche como de carne. La distribucion de estas enfermedades ocurre en las zonas
tropicales y subtropicales del mundo, siendo enzoético en el continente americano,
con prevalencias de elevadas a leves dependiendo de la region geografica

(Medina-Naranjo y col., 2017).

Alteraciones hematoldgicas: Trastornos que se pueden observar en las

células sanguineas, las cuales forman parte del cuadro hematoldgico y evalla la
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forma o funcion de las células de la circulacion periférica como son los glébulos

rojos, plaquetas y glébulos blancos (Ciesla, 2014).

Frotis de sangre periférica: Es un examen de sangre que da informacion
acerca del numero y forma de las células sanguineas. Los frotis son preparados
poniendo una gota de sangre sobre un portaobjetos de vidrio limpio y esparciendo
la gota usando otro portaobjetos mantenido en un angulo de 45°, el cual luego de
colorear se observa al microscopio. Un frotis coloreado muestra en el fondo
glébulos rojos de un color rojo naranja. Los glébulos blancos aparecen con un
nacleo azul purpura y granulos purpuras por todo el citoplasma. Un frotis bien
preparado y correctamente distribuido permite ver areas de recuento de alta
calidad las cuales son necesarias para evaluar numero y tipos de globulos blancos

presentes asi como morfologia y numero de plaquetas y eritrocitos (Ciesla, 2014).

Glébulo rojo: También llamados eritrocitos o hematies; es definido como
un disco bicéncavo entre 5 pm y 7,5 ym de diametro y 1 um de grosor. Son las
células mas numerosas de la sangre. Uno de sus principales componentes es la
hemoglobina cuya funcién es transportar el oxigeno hacia los diferentes tejidos del
cuerpo. Los eritrocitos de mamiferos carecen de nucleo y de mitocondrias, por lo
gue deben obtener su energia metabdlica a través de la fermentacion lactica. El
globulo rojo maduro es un instrumento magnificamente disefiado para el
transporte de la hemoglobina. Presenta una vida media util de 120 dias, existiendo

factores ambientales y celulares que contribuyen a la supervivencia (Ciesla, 2014).

Plaguetas: Las plaquetas o trombocitos, son células discoideas pequefias
(0,5 ym a 3 um), sintetizadas en la medula 6sea y estimulada por la hormona
trombopoyetina. Se desarrollan a través de una célula pluripotencial. Las
plaquetas estan relacionadas con la hemostasia y la trombosis. Cada milimetro
cubico de sangre soluble contiene 250 millones de plaguetas lo que resulta en un

aproximado de 1 trillon de plaquetas en la sangre de una persona promedio. Cada
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plagueta realiza 14.000 viajes en el torrente sanguineo durante su vida til de 7 a
10 dias (Ciesla, 2014).

Operacionalizacion de las Variables

Arias (2006), conceptualiza una variable como el conjunto de caracteristicas
cambiantes que se relacionan segun su dependencia o funcibn en una
investigacion. Esta se modifica a través de un proceso en términos precisos,
notorios y conmensurables, lo que a su vez permite descomponerla e identificar
las dimensiones relacionadas con el estudio y establecer los subindicadores
correspondientes a cada dimension, dicho proceso se denomina
operacionalizacion de variables.

De acuerdo al anterior concepto, la investigacion organiza su sistema de

variables de la siguiente manera:
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Tabla 1. Operacionalizacién de las Variables

Eventos de Definicién Definicién Dimensiones Indicador
Estudio Conceptual Operacional
Cuerpo
azurofilo
redondeado
Bacteria Diagnostico Presente denso,
A. marginale intraeritrocitaria directo: frotis de marginado en la
gue afectaalos  sangre periférica membrana del
bovinos Ausente eritrocito con
halo visible y
tamaiio entre
0,3-1,0 um
Manifestaciones Palidez en
Conjunto de objetivas que Presente mucosas
Sintomatologia sintomas que corresponden a (anemia),
caracterizan una la forma en que fiebre,
enfermedad el organismo Ausente Ictericia,
responde a un debilidad,
determinado disminucion en
estimulo la produccion,
abortos
Variable genética  Caracteristicas
y biolégica que biologicas, Macho Fenotipos del
Sexo define a los fisicas, sexo
bovinos como fisiologicas y Hembra
macho y hembra anatémicas
Becerro (a) Edad
Edad Grado de madurez Meses y afios de Maute (a) cronolégica
del bovino después del Novillo (a) medida por
nacimiento Vaca cronometria
Toro dentaria
Grupos en que se Caracteristicas Jersey
Raza subdividen fenotipicas o de Fenotipo
algunas especies  comportamiento Holstein
de bovinos
caracterizadas por Simmental

un mismo rasgo
fisico transmitido
por herencia
genética
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Los tipos de investigacion son afines a la relacion existente entre el objeto y
el sujeto de estudio, asi como con el logro del proceso indagatorio (Hurtado,
2010). Al respecto, en esta investigacion se consideroé la correspondencia entre la
presencia de A. marginale y factores de correlacion tales como: i) sintomatologia
compatible con anaplasmosis, i) sexo, edad y raza de los bovinos vy iii)
alteraciones hematoldgicas en el frotis de sangre periférica. En consecuencia, esta

investigacion fue de tipo analitica.

Disefo de Investigacion

Las estrategias utilizadas para recolectar los datos forman parte del disefio
de investigacion. En tal sentido, estas estrategias estan relacionadas con el
donde, cuando y la amplitud de la informacién recolectada (Hurtado, 2010). En
cuanto al dénde, el disefio fue de campo y de laboratorio, ya que se recolecto la
muestra de sangre de los bovinos de la E. E. Santa Rosa perteneciente a la
Universidad de Los Andes, y fue analizada en el laboratorio de Investigaciones
Parasitolégicas “Jesus Moreno Rangel”’, Catedra de Parasitologia de la Facultad
de Farmacia y Bioandlisis. Respecto al cuando, el disefio fue contemporaneo y
transversal, ya que la muestra fue tomada durante el periodo de tiempo de la
investigacion, y una sola vez en cada bovino. En cuanto a la amplitud de la
informacion recolectada, el disefio fue multieventual, pues se consideraron mas de
dos eventos: la presencia y estimacion de A. marginale a factores clinicos

(sintomatologia compatible con anaplasmosis), epizootiolégicos (sexo, edad y

20



raza) y las alteraciones hematoldgicas en el frotis de sangre periférica (eritrocitos,
leucocitos y plaquetas).

Poblacion y Muestra

Unidad de Investigacion

La poblacién de estudio quedd representada por bovinos de la E. E. Santa
Rosa, asentamiento ganadero perteneciente al Programa de Ganaderia de Altura
de la Universidad de Los Andes (Progal-ULA), ubicado en el Sector Santa Rosa,
municipio Libertador, parroquia Milla, estado Mérida. La estacion cuenta con una
poblacién total de 129 animales. Previo consentimiento del Dr. Carlos Luis Pérez,
médico veterinario coordinador de la estacion, se incluyeron en el estudio los
bovinos seleccionados. Los criterios de inclusion fueron:
- Bovinos pertenecientes a las razas: Jersey pura, Jersey mestiza, Simmental puro
y Holstein puro.
- Seleccioén de bovinos pertenecientes a las diferentes edades en correspondencia
con las siguientes categorias: becerros (as), mautas, novillas, vacas escoteras y

vacas lactantes.

Seleccion del Tamano de la Muestra

El tamafio de la muestra fue seleccionado de manera no probabilistico segun
la modalidad de muestreo occidental (Palella y Martins, 2010). En este caso,
exceptuando los criterios de inclusién anteriormente sefialados, no se prefijé
ninguna otra seleccion. En tal sentido, se seleccionaron 50 bovinos que represento
el 38,8% de la poblacién animal total de la estacion. La distribucion fue la
siguiente: 5 becerros, 10 mautas, 15 novillas, 9 vacas escoteras y 11 vacas

lactantes.
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Sistema de Variables

Incluyeron como variables de esta investigacion: presencia de A. marginale en
el frotis de sangre periférica de bovinos, sintomatologia compatible con
anaplasmosis, factores epizootioldgicos de los bovinos (sexo, edad, raza) y
alteraciones hematologicas en el frotis de sangre periférica de bovinos. Sin
embargo, estas variables no fueron sistematizadas con las categorias
dependientes, independiente e intervinientes, ya que esta investigacion no fue

confirmatoria sino analitica.

Instrumento de Recoleccion de Datos

Se elaboré un instrumento de recoleccion de datos para el registro de las
observaciones relacionadas con los factores epizootiolégicos. Los criterios
considerados fueron: sexo, edad y raza de los bovinos, los cuales fueron
sistematizados a traves de enunciados de respuesta alterna presente-ausente

(Anexo).

Procedimientos de la Investigacion

Para recolectar los datos se realizaron varios procedimientos: i) estudio clinico
de los bovinos, ii) estudio epizootiolégico de los bovinos, iii) obtencién de la
muestra de sangre y preparacion del frotis de sangre periférica, iv) andlisis
microscopico de la presencia de A. marginale en correspondencia con
caracteristicas morfolégicas en el frotis de sangre periférica, v) analisis
microscopico de las alteraciones hematoldgicas en correspondencia con el frotis
de sangre periférica, vi) analisis de la estimacion de la parasitemia para A.

marginale en los bovinos.
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Estudio Clinico de los Bovinos

Para establecer si un bovino presenta anaplasmosis, el médico veterinario
debe contar con datos clinicos y de laboratorio. En tal sentido, clinicamente es
indispensable que evalle mucosas y temperatura en busqueda de anemia y
fiebre; y de laboratorio, obtener resultados sobre la estimacion de la parasitemia y
de hematocrito, este Ultimo debe arrojar valores por debajo de 20% (Reyna-Bello,
2014).

Estudio Epizootiolégico de los Bovinos

Se recolectaron los datos relacionados con el sexo, edad y raza de los
bovinos, los cuales fueron sistematizados en una matriz de analisis.
Posteriormente, se realizo el andlisis descriptivo de estas variables a través de

frecuencias absolutas y relativas.

Obtencidn de la Muestra de Sangre y Preparacion del Frotis de Sangre

Periférica

a) Se seleccionaron los bovinos en colaboracién con los trabajadores
de la E. E. Santa Rosa, se encorralaron y se procedio a pasarlos por
la manga de forma en que los animales no se movieran y sufrieran el
menor trauma posible.

b) Para la toma de muestra se procedio a levantar la cola del animal y
se realizé la limpieza previa de la region de la vena coccigea,
lavando con agua y frotado con alcohol para disminuir el riesgo de
contaminacion de la muestra con material fecal.

c) Se ejercid presion en el area de la vena coccigea, insertando una
aguja de 5 cm, calibre 18 mm.

d) Obtenidos 3 mL de sangre, se retir6 la aguja de la jeringa, y se

procedié a dispensar la muestra en un tubo con EDTA, trasvasando
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la sangre por las paredes de dicho tubo con el fin de evitar la
hemolisis.

e) Las muestras se trasladaron a un area en la E. E. Santa Rosa para
realizar el extendido, la fijacion y la coloracién. Cada tubo en el cual
la muestra fue dispensada se mezcld por inversion; posteriormente,
se realiz6 el extendido sanguineo sobre el portaobjeto limpio y
desengrasado, y se dejo secar a temperatura ambiente.
Seguidamente se fij6 con metanol (100%) y se dej6 secar a
temperatura ambiente. Luego se aplicO a la muestra fijada el
colorante de Giemsa (dilucion 1:10) durante 30 minutos, descartando
el exceso de colorante. Una vez preparado el frotis, se trasladé al
laboratorio de Investigaciones Parasitoloégicas “Jesus Moreno

Rangel” con el fin de realizar los analisis microscopicos respectivos.

Analisis Microscoépico de la Presenciade A. marginale en
correspondencia con caracteristicas morfoldgicas en el Frotis de Sangre

Periférica

El frotis coloreado se observd con objetivo de inmersién (100X) con el fin de
detectar y detallar las caracteristicas del hemotropico. Se utiliz6 como criterio de
positividad para A. marginale, la observacion de un cuerpo redondeado denso
marginado hacia la membrana del eritrocito, de color azuréfilo con un halo visible y
un tamafio entre 0,3 um y 1,0 um. Este hallazgo fue interpretado como positivo
para la presencia de A. marginale (Avila y col., 2013).

En zonas de ganaderia de altura A. marginale puede presentarse en
asociacion a Babesia spp., de tal modo que la observacion con objetivo de
inmersion también pudo detectar a este hemoparasito, estableciendo como criterio
de positividad la observacion de parasitos redondeados, piriformes, ovales,
irregulares o bigeminados individuales o en pareja formando un angulo obtuso

dentro del eritrocito con dimensiones entre 1 pm x 2,5 pm (Avila y col., 2013).
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Analisis Microscopico de las Alteraciones Hematoldgicas en
Correspondencia con el Frotis de Sangre Periférica

El frotis coloreado se observd con objetivo de inmersion (100X) con el fin de
detectar cualitativamente (niveles: leve, moderado o acentuado), las alteraciones
de la serie eritrocitica en correspondencia con el tamafio, la forma, el color y la
cantidad. En tal sentido, para la serie roja se analiz6 la presencia de anisocitosis
(alteraciones del tamafio con glébulos rojos microciticos 0 macrociticos),
poiquilocitosis (alteraciones en la forma del eritrocito) e hipocromia (alteracion en
el color del eritrocito). Para la serie blanca se analizé la morfologia y para las
plaquetas la cantidad (adecuada o disminuida).

Analisis de la Estimacion de la Parasitemia para A. marginale en los

Bovinos

Para el calculo de la parasitemia se utiliz6 el dato obtenido durante la
observacion de 200 campos en el frotis de sangre periférica con el criterio de
analisis representado por la presencia del microorganismo. Especificamente, se
consideré el numero mayor de A. marginale por campos observados en cada
muestra. Para el calculo de la estimacion de la parasitemia (EP %) se utilizé la

siguiente formula:

EP (%) = Numero de A. marginale por campo x 10
200
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Interpretacion del diagndstico de A. marginale y Estimacion de la

Parasitemia

En animales vivos A. marginale puede ser detectado con frecuencia, de
manera que es necesario distinguir entre animales con infeccion activa y por lo
tanto en peligro, y aquellos que son portadores. Se considera que animales
enfermos con 1,0% de eritrocitos infectados o mas, deben ser tratados

adecuadamente.

Disenio de Analisis

Los datos recolectados fueron analizados a través de un enfoque
cuantitativo. Tal como lo propusieron Palella y Martins (2010), cuando el dato se
expresa numeéricamente se debe analizar a través de modelos matematicos con el
fin de interpretar objetivamente los resultados. En tal sentido, se realizé un analisis
multivalente, dicotdmico y multicategorico. Este analisis se cumplié a través de un

modelo descriptivo, expresando las frecuencias absolutas y relativas.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

1.- Distribucién de la poblacién bovinay positividad a A. marginale

La tabla 2 presenta la distribucion de la poblacion bovina estudiada segun
parametros epizootioldgicos, determinando por sexo la mayor frecuencia para
hembras (96,0%), por edad la mayor frecuencia para novillas (30,0%) y por raza la
mayor frecuencia para Jersey mestizo (72,0%). En cuanto a la sintomatologia
compatible con anaplasmosis, 2 bovinos presentaron a la evaluacion clinica
veterinaria debilidad, palidez en las mucosas y pelo quebradizo. Estos animales
sintomaticos correspondian a una mauta (Jersey pura) y una vaca escotera
(Jersey mestiza).

Respecto a la deteccion de A. marginale, 49 de las muestras sanguineas
resultaron positivas, lo cual representd 98,0% de positividad al hemotrépico. La
Unica negatividad se presenté en una vaca escotera. En los casos positivos, la
estimacion de la parasitemia se ubico entre un minimo de 0,05% y un maximo de
0,45% que se corresponde por campo microscoépico (1000X), a un estimado entre

0-1y 7-9 A. marginale observados.

2.- Descripcion de frotis sanguineo en la poblacion bovina

De las células sanguineas se presentaron con alteraciones los eritrocitos y las
plaquetas. Las alteraciones eritrociticas halladas se muestran en la tabla 3, y
correspondieron a anisocitosis (con glébulos rojos macrociticos o glébulos rojos

microciticos); poiquilocitosis (con presencia de equinocitos, eliptocitos, esferocitos
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y acantocitos) e hipocromia. Anisocitosis, poiquilocitosis e hipocromia estuvieron
sujetas a los grados leve y moderado. En las plaquetas la alteracion observada
resulté en cantidad, y esta fue disminuida. Ademas de estos reportes, se encontro
el fenébmeno de agregacion y la inclusion tipo corpusculo de Howell-Jolly. La
inclusion Howell-Jolly se evidencié en hembras (13/14), machos (1/14) y en todos
los grupos etarios, resultando mas numerosas en las novillas (42,9%, 6/14)
seguidas de las mautas (21,4%, 3/14). Junto a estos hallazgos, 7 muestras
presentaron al hemoparasito Babesia spp., con estimaciones de parasitemia de
0,05%, 0,10% y 0,50% que se corresponde por campo microscopico (1000X), a un
estimado entre 0-1 y 8-10 babesias observadas.

Tabla 2. Distribucion de la poblacion bovina segun factores epizootiol6gicos

Parametro F %
Hembra 48 96

Sexo  Macho 2 4
Totales 50 100

Becerros 2 4
Becerras 3 6

Edad  Mautas 10 20
Novillas 15 30

Vacas escoteras 9 18

Vacas lactantes 11 22

Totales 50 100

Jersey puro 11 22

Raza  Jersey mestizo 36 72
Simmental puro 2 4

Holstein puro 1 2

Totales 50 100

F = frecuencia, % = porcentaje
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Tabla 3. Alteraciones eritrociticas en la poblacion bovina

Alteracion F %
Anisocitosis 24 48
Poiquilocitosis 30 60
Hipocromia 15 30
Corpusculo Howell-Jolly 14 28
Agregacion 1 2

F = frecuencia, % = porcentaje

3.- A. marginale y alteraciones eritrociticas segun la edad

Becerros

En este grupo, la estimacion de la parasitemia resulté con valores de 0,10%,
0,15% y 0,20% (tabla 4). Los 2 machos presentaron una parasitemia de 0,15%.
Las alteraciones en la serie roja fueron mas numerosas en becerros con
parasitemias de 0,15%, aunque uno de los animales de este subgrupo resulté sin

anisocitosis.

Tabla 4. A. marginale y alteraciones eritrociticas en becerros

EP (%) F Alteracion eritrocitica Nivel de la
alteraciéon
0,10 1 Poiquilocitosis Leve
0,15 3 Poiquilocitosis Leve
Anisocitosis con macrocitos Leve
0,20 1 Anisocitosis con macrocitos Leve

EP (%) = estimacion de la parasitemia, F = frecuencia
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Mautas

Grupo resultante con la mayor estimacion de parasitemia (0,45%), ademas de
los valores de 0,10%, 0,15% y 0,25% (tabla 5). Las alteraciones de la serie roja
fueron mas numerosas en los subgrupos con mayores parasitemias (0,25% y
0,45%), sefialando que un animal del subgrupo 0,10% y un animal del subgrupo
0,15% no presentaron alteraciones.

Tabla 5. A. marginale y alteraciones eritrociticas en mautas

EP (%) F Alteracion eritrocitica Nivel de la
alteracion
0,10 6  Anisocitosis con macrocitos Leve
0,15 2 Poiquilocitosis Leve
0,25 1 Poiquilocitosis Leve
Hipocromia Leve
0,45 1 Poiquilocitosis Leve
Hipocromia Leve

EP (%) = estimacion de la parasitemia, F = frecuencia

Novillas

En estos animales se obtuvieron parasitemias de 0,05%, 0,15%, 0,20% vy
0,25%. Las alteraciones de la serie roja fueron mas numerosas en el subgrupo con
parasitemias de 0,15% (tabla 6), mientras que las alteraciones fueron menos

numerosas en los subgrupo con parasitemias de 0,05% y 0,25%.

30



Tabla 6. A. marginale y alteraciones eritrociticas en novillas

EP (%) Alteracion eritrocitica Nivel de la
alteracion
0,05 Poiquilocitosis Leve
0,15 Poiquilocitosis Leve
Hipocromia Moderada
Anisocitosis con macrocitos Leve
0,20 Poiquilocitosis Leve
Anisocitosis con macrocitos Leve
0,25 Poiquilocitosis Moderada

EP (%) = estimacion de la parasitemia, F = frecuencia

Vacas escoteras

Unico grupo resultante con un animal sin presencia de A. marginale asi como
con los menores porcentajes de estimacion de la parasitemia (0,05% y 0,10%). Sin

embargo, en cuanto a las alteraciones de la serie roja, todos los subgrupos

resultaron con alteraciones eritrociticas (tabla 7).

Vacas lactantes

Al igual que el grupo anterior, este grupo también resultdé con los menores
porcentajes de estimacion de la parasitemia (0,05% y 0,10%). En cuanto a las

alteraciones de la serie roja, fueron mas numerosas en el subgrupo con

parasitemias de 0,05% (tabla 8).

31



Tabla 7. A. marginale y alteraciones eritrociticas en vacas escoteras

EP (%) F Alteracion eritrocitica Nivel de la
alteracion
- 1 Poiquilocitosis Leve
Hipocromia Leve
Anisocitosis con macrocitos Leve
0,05 6 Poiquilocitosis Leve
Hipocromia Leve
Anisocitosis con macrocitos Moderada
0,10 2 Poiquilocitosis Leve
Hipocromia Leve
Anisocitosis con macrocitos Leve

EP (%) = estimacion de la parasitemia, F = frecuencia

Tabla 8. A. marginale y alteraciones eritrociticas en vacas lactantes

EP (%) F Alteracion eritrocitica Nivel de
la
alteracién
0,05 7 Poiquilocitosis Moderada
Hipocromia Moderada
Anisocitosis con macrocitos Moderada
0,10 4  Poiquilocitosis Leve
Anisocitosis con macrocitos Leve

EP (%) = estimacion de la parasitemia, F = frecuencia

4.- A. marginale y alteraciones eritrociticas segun la raza

Jersey puro

En los once (11) animales de esta raza se obtuvieron calculos de parasitemia
de 0,05%, 0,10%, 0,15%, 0,25% y 0,45% (tabla 9). En cuanto a las alteraciones de
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la serie roja, fueron menos numerosas en el subgrupo de 0,15%. En la totalidad de
este grupo, 3 animales presentaron la inclusién tipo Howell-Jolly.

Jersey mestizo

De treinta y seis (36) animales incluidos en este grupo, treinta y cinco (35)
fueron positivos para A. marginale, con numerosas alteraciones eritrociticas en
todos los subgrupos de parasitemia (0,05%, 0,10%, 0,15%, 0,25% y 0,45%)
inclusive el subgrupo negativo para A. marginale (tabla 10). Se observo la
presencia de corpusculos Howell-Jolly en 10 de bovinos de esta raza.

Simmental puro

Dos (02) bovinos se incluyeron dentro de esta raza con estimaciones de la
parasitemia resultantes de 0,15% y 0,25% (tabla 11). En cuanto a las alteraciones
hematologicas de la serie roja fueron mas numerosas en el subgrupo con
parasitemia 0,15%. En un solo animal fue observada la presencia de corpusculos

Howell-Jolly.

Tabla 9. A. marginale y alteraciones eritrociticas en Jersey puro

EP (%) F Alteracion eritrocitica Nivel de la
alteraciéon
0,05 3 Hipocromia Leve
Anisocitosis con macrocitos Moderada
0,10 5 Poiquilocitosis Leve
Anisocitosis con macrocitos Leve
0,15 1 Poiquilocitosis Leve
0,25 1 Poiquilocitosis Leve
Hipocromia Leve
0,45 1 Poiquilocitosis Leve
Hipocromia Leve

EP (%) = estimacion de la parasitemia, F = frecuencia
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Tabla 10. A. marginale y alteraciones eritrociticas en Jersey mestizo

EP (%) F Alteracion eritrocitica Nivel de la
alteracion
- 1 Poiquilocitosis Leve
Hipocromia Leve
Anisocitosis con macrocitos Leve
0,05 13 Poiquilocitosis Moderada
Hipocromia Moderada
Anisocitosis con macrocitos Moderada
0,10 8 Poiquilocitosis Leve
Hipocromia Leve
Anisocitosis con macrocitos Leve
0,15 8 Poiquilocitosis Leve
Hipocromia Moderada
Anisocitosis con macrocitos Leve
0,20 6  Poiquilocitosis Leve
Anisocitosis con macrocitos Leve

EP (%) = estimacion de la parasitemia, F = frecuencia

Tabla 11. A. marginale y alteraciones eritrociticas en Simmental puro

EP (%) F Alteracion eritrocitica Nivel de la
alteraciéon
0,15 1 Poiquilocitosis Leve
Hipocromia Leve
0,25 1 Poiquilocitosis Moderada

EP (%) = estimacion de la parasitemia, F = frecuencia

Holstein puro

Un (01) solo bovino se ubic6 dentro de esta raza, con una parasitemia de 0,15
y alteraciones de la serie roja tipo poiquilocitosis con ausencia de corpusculos
Howell-Jolly (tabla 12).
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Tabla 12. A. marginale y alteraciones eritrociticas en Holstein puro

EP (%) F Alteracion eritrocitica Nivel de la
alteracion
0,15 1 Poiquilocitosis Leve

EP (%) = estimacion de la parasitemia, F = frecuencia

5.- A. marginale y alteraciones eritrociticas segun el sexo

Machos

Los dos (2) animales machos estudiados resultaron positivos para A.
marginale, con igualdad en la estimacion de parasitemia (0,15%) asi como de las

alteraciones eritrociticas (tabla 13).

Tabla 13. A. marginale y alteraciones eritrociticas en machos

EP (%) F Alteracion eritrocitica Nivel de la
alteraciéon
0,15 2 Poiquilocitosis Leve
Anisocitosis con macrocitos Leve

EP (%) = estimacion de la parasitemia, F = frecuencia

Hembras

De cuarenta y ocho (48) hembras estudiadas, cuarenta y siete (47) resultaron
positivas a A. marginale, con parasitemias de todos los subgrupos reportados
desde 0,05% hasta 0,45% (tabla 14). Todas las hembras (incluyendo el caso

negativo) presentaron alteraciones de la serie roja.
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Tabla 14. A. marginale y alteraciones eritrociticas en hembras

EP (%) F Alteracion eritrocitica Nivel de la
alteracion
- 1 Poiquilocitosis Leve
Hipocromia Leve
Anisocitosis con macrocitos Leve
0,05 16 Poiquilocitosis Moderada
Hipocromia Moderada
Anisocitosis con macrocitos Moderada
0,10 13 Poiquilocitosis Leve
Hipocromia Leve
Anisocitosis con macrocitos Leve
0,15 9 Poiquilocitosis Leve
Hipocromia Moderada
Anisocitosis con macrocitos Leve
0,20 6 Poiquilocitosis Leve
Anisocitosis con macrocitos Leve
0.25 2 Poiquilocitosis Moderada
Hipocromia Leve
0.45 1 Poiquilocitosis Leve
Hipocromia Leve

6.- A. marginale y alteracion plaquetaria

En 15 animales (30,0%) fue observada disminucion de plaquetas (tabla 15).

La distribucidn por parametros epizootioldgicos reflejo los mayores porcentajes en

EP (%) = estimacion de la parasitemia, F = frecuencia

hembras (30,0%), novillas (12,0%) y Jersey mestizo (20,0%).
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Tabla 15. Alteraciones plaquetaria en la poblacion bovina

Parametro N°  FAP %
Hembra 48 15 30

Sexo  Macho 2 - -
totales 50 15 30

Becerros 2 - -
Becerras 3 - -

Edad  Mautes 10 4 8
Novillas 15 6 12

Vacas escoteras 9 2 4

Vacas lactantes 11 3 6
totales 50 15 30

Jersey puro 11 4 8
Raza  Jersey mestizo 36 10 20
Simmental puro 2 - -

Holstein puro 1 1 2

totales 50 15 30

N° = nimero de bovinos por grupo, FAP = frecuencia de la alteracion plaguetaria
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Discusién

La frecuencia de A. marginale detectada en bovinos de alta produccion
pertenecientes al programa de ganaderia de altura del estado Mérida (E.E. Santa
Rosa), permitié clasificar en estado de portador a los animales que de diferente
sexo, edad y raza fueron evaluados. Esta aseveracion es fundamentada si se
toma en consideracion el alto porcentaje de animales asintomaticos (95,9%) y su
correlacion a la parasitemia, cuyos valores de estimacion no superaron en ningun
caso el limite de referencia establecido para considerar presencia de enfermedad
(21,0%).

El estado de portador observado difiere con intervenciones previas realizadas
en la estacion. En este sentido, en junio del 2013, se evaluaron por microscopia
directa y PCR la sangre de 15 bovinos para el descarte de A. marginale,
detectando en 11 animales sintomaticos (73,3%) de diferente sexo, edad y raza,
parasitemias entre 0,5% y 6,8% y ADN perteneciente al genoma del
microorganismo en todos los casos, razones por las cuales el episodio fue
clasificado como un brote de anaplasmosis con la inclusion de un caso fatal (datos
no publicados). Dados los escenarios que se han presentado en diferentes
evaluaciones a bovinos de la E.E. Santa Rosa, es invaluable preservar el
seguimiento clinico y de laboratorio en materia de hemotropicos en general y de A.
marginale en particular, en virtud de la inversion econdmica destinada a mantener
animales con los mayores estandares de productividad.

Segun refleja Afiez-Rojas y col (2010), la existencia de reses en estado de
portador para A. marginale tiene una gran importancia epizootiolégica, si se
considera la posibilidad de que un animal que albergue infeccion subclinica
pudiera, debido a compromisos inmunoldgicos, aflorar la condicién clinica patente
con sintomas y signos propios de la anaplasmosis, constituyéndose en fuente de
infeccion para el resto de animales en el mismo rebafio, pudiendo los mismos
servir como reservorios en la transmision de la infeccidén. Estos autores sugieren

gue para comprender el rol de los portadores en la prevalencia y transmisién de A.
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marginale, es esencial que los niveles de infeccibn sean detectados vy
cuantificados con precision.

La microscopia directa ha sido empleada como técnica diagnostica en
importantes zonas ganaderas del pais a fin de demostrar A. marginale en la
poblacion bovina, con lo cual se ha confirmado la circulacién del hemotrépico en
diferentes pisos altitudinales, sistemas de produccién y grupos raciales, ademas
de permitir conocer el estado de inestabilidad o estabilidad enzodtica para A.
marginale en virtud de la frecuencia obtenida y su cotejo con otras pruebas de
deteccion. En este sentido, Diaz y col (2003) evaluaron por frotis de capa blanca,
174 muestras sanguineas de bovinos de produccion lechera y doble propdsito
Holstein, Pardo Suizo y Cebl del municipio la Caflada de Urdaneta del estado
Zulia y obtuvieron 56,9% de positividad, sin diferencias estadisticamente
significativas entre el sexo y la edad; ademas, confirmaron mediante IFI la
condicion de estabilidad enzootica. Por su parte, Bolivar y col (2015), evaluan 86
bovinos Holstein de la unidad de produccién lechera de una finca ubicada en el
municipio Campo Elias del estado Mérida, obteniendo una positividad del 9,3%
para A. marginale ademas de una infeccion mixta con Babesia spp., sugiriendo
continuar con las investigaciones en la zona a fin de corroborar una aparente
situacion de inestabilidad enzodtica, situacion que también seria valida ejecutar en
la E.E. Santa Rosa, dado que la prevalencia de este hemotrépico se ve
influenciada por diversos factores asociados no solo a condiciones ecolégicas y
factores ambientales que afectan la via de transmision, sino también a las
condiciones fisioldgicas de los animales. En cuanto a razas, y segun lo obtenido
en comunicacion verbal con el Med. Vet. Carlos Luis Pérez, todos los animales
tienen el mismo alto porcentaje de contraer el microorganismo y de susceptibilidad
a la anaplasmosis. En esta investigacion se demostr6 la igualdad de
susceptibilidad de infeccién, ya que todas las razas evaluadas (Jersey puro,
Jersey mestizo, Simmental puro y Holstein puro) presentaron positividad a A.
marginale.

Avila y col (2013) sefialan que la anaplasmosis se caracteriza por la alta

destruccion de las células infectadas, mientras que Castellanos y col (2010)
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refieren que en la medicina veterinaria los estudios hematologicos tienen como
finalidad confirmar la presencia o ausencia de anormalidades sanguineas,
delimitar la extension general o local de un proceso, establecer las causas de una
alteracion sanguinea, servir de guia en el prondstico de casos clinicos y hacer el
seguimiento durante el tratamiento de animales enfermos. Estas situaciones
motivaron la inclusion en la investigacion de la valoracion hematologica a través
de la descripcién del frotis, y a pesar de encontrar alteraciones eritrociticas y
plaquetarias, el nivel de alteracién en general y su cotejo con los hallazgos de A.
marginale no se consideran patoldgicos o producto de este agente. Sin embargo,
es importante referir los hallazgos de inclusion tipo corpusculo de Howell-Jolly,
dado que puede ocasionar confusion diagnéstica con A. marginale en un
observador inexperto. Se recomienda en futuras investigaciones, incluir la
medicion de hematocrito y hemoglobina ya que su disminucion ha sido sefialada
producto de este hemotrépico (Madrid y col.,, 2012, Conradie y col., 2014),
teniendo en consideracion que dichas alteraciones no son concluyentes de
anaplasmosis por cuanto la disminucion de hematocrito, hemoglobina o algun otro
parametro hematologico puede ser dependiente de otros procesos infecciosos asi
como de la nutricion y estados fisiolégicos e inmunes de los animales (Florio y col.,
2012). En la investigacion, se pudo visualizar que las alteraciones eritrocitarias
probablemente no estan sujetas a la presencia del microorganismo ya que el Unico
animal que resultd negativo para A. marginale (vaca escotera Jersey mestiza)
presento las tres alteraciones eritrocitarias evaluadas (anisocitosis, poiquilocitosis

e hipocromia).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En concordancia con los resultados obtenidos se concluye para esta

investigacion lo siguiente:

1.- Se confirma la presencia de A. marginale en los bovinos de la Estacion
Experimental Santa Rosa perteneciente a la Universidad de Los Andes.

2.- No se encontr¢ diferencia en la presencia de A. marginale con respecto al

sexo, edad y raza ya que todos los animales resultaron susceptibles a la infeccion.

3.- La presencia de alteraciones eritrocitarias probablemente no estan sujetas a la

presencia de A. marginale.

4.- La sintomatologia encontrada no es indicativa de la presencia de

anaplasmosis.

5.- Se sospecha de una condicién de inestabilidad enzootica para A. marginale.
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Recomendaciones

1.- Se recomienda realizar en trabajos posteriores medicién de hematocrito ya que
constituye parametro primordial para que en campo se confirme la presencia de la

enfermedad.

2.- Correlacionar la presencia de A. marginale con otros hemotrépicos tales como
Babesia spp. y Trypanosoma vivax, responsables en los bovinos de

sintomatologias similares.

3.- Realizar muestreos secuenciales en otras épocas del afio, para comparar los
resultados obtenidos y determinar la época del afio en que es mayor la

parasitemia.
4.- Realizar trabajos posteriores en zonas altas de otras regiones del pais por

ejemplo la zona montafiosa del estado Tachira, y de esta manera comparar los

resultados de zonas que comparten caracteristicas geograficas similares.
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ANEXO

Instrumento de Recoleccion de Datos

A. marginale EN CORRESPONDENCIA A EVALUACION
MICROBIOLOGICA Y HEMATOLOGICA EN BOVINOS DE LA ESTACION
EXPERIMENTAL SANTA ROSA DE LA UNIVERSIDAD DE LOS ANDES

Ubicacidn : sector Santa Rosa Municipio Libertador Mérida
Numero del bovino :

Sexo: Macho @®» Hembra @

Raza :

Edad:
Becerro
Mautes

Novillo

Toro

Vacas : Lactantes @ Escoteras @i»

Sintomatologia:

Ictericia @

Fiebre L

Diarrea @

Debilidad @®»

Disminucién en la produccién @»
Palidez en la mucosas [
Abortos @

Otros

Observaciones:
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