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Resumen

Las hemoparasitosis bovinas constituyen una seria limitacion para el desarrollo
de la ganaderia ubicada en paises tropicales y subtropicales, causando anemia,
pérdida de peso, abortos, disminucion de la produccion de leche y carne, trastornos
reproductivos y efectos negativos en la productividad. El propdsito del presente
trabajo fue evaluar el estatus sanitario asociado con el diagnéstico de Anaplasma
marginale y Trypanosoma spp., en unidades de produccidon bovina ubicadas en
el municipio Libertador, del estado Monagas. Para ello, se realiz6 un muestreo
aleatorio en 10 fincas, evaluandose clinicamente 216 animales, mediante la toma de
temperatura corporal y examen fisico sistematizado. Posteriormente, las muestras
sanguineas fueron sometidas a examenes hematologicos rutinarios, y analizadas a
través del empleo de técnicas parasitologicas directas, mediante frotis sanguineos
tefiidos. Se obtuvo la prevalencia en cada una de las hemoparasitosis, se detectd
10,75% para A. marginale y 1,69% de infeccion activa para Trypanosoma spp.
Los analisis estadisticos no reflejaron diferencias significativas (p>0,05), entre los
parametros clinicos: temperatura corporal, hematocrito y proteinas séricas totales,
con respecto a la deteccion de los agentes infecciosos. Se corroboro la condicion de
estabilidad enzodtica en A. marginale y el caracter epizodtico para Trypanosoma
spp, en la poblacion bovina evaluada.
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Introduccion

Las caracteristicas climaticas en los
medios tropical y subtropical, brindan
las condiciones ambientales Optimas
para la proliferacion parasitaria, por
ello los animales domésticos criados
en estas areas, estan sometidos
permanentemente a la accion  de
multiples hemoparasitosis, las cuales
constituyen uno de los principales
factores limitantes en el desarrollo
de la ganaderia, por efectos directos
sobre los animales (provocando la
muerte), e indirectos (pérdida de peso,
retardo de crecimiento, etc.), lo cual se
traduce en pérdidas economicas para los
productores y retrasos en el desarrollo del
sector agricola en el pais [Tamasaukas y
Roa, (1996); Rey, (2004)].

Anaplasma marginale es un patdogeno
del orden Rickettsiales, gram-negativo
e intraeritrocitaria [Dumler et al.,
(2001)], transmitida bioldégicamente por
varias especies de garrapatas, entre las
cuales se encuentran Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, R. annulatus
[Kocan et al., (2003)]. Mientras,
Trypanosoma (Duttonella) vivax, es un
protozoario ubicado  principalmente
en sangre, linfa y nodulos linfaticos.
La transmision de los tripanosomas en
América Latina, es mecanicamente por
insectos hematofagos, pertenecientes a
las familias Tabanidae y Stomoxydae
[Rivera, (1996); Desquesnes, (2004)].
Los dos microorganismos afectan a
rumiantes domésticos (bovinos, ovinos,
caprinos y bufalinos) y silvestres,
causando fiebre, anemia, ictericia,
constipacion la anaplasmosis. Por otra
parte, la tripanosomosis se caracteriza
por cursar con ondas de parasitemia,
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fiebre intermitente y recurrente, anemia,
pérdida progresiva de peso, deterioro de
condicion fisica general, anorexia y
letargia. Ambos agentes infecciosos
producen efectos negativos sobre la
fertilidad y reproduccion tanto en
hembras como machos y pérdidas en
la produccion [Guglielmone, (1995);
Contreras, (2000); Garcia et al., (2002);
Osorio et al., (2008)].

Es importante destacar la transmision
iatrogénica para ambas enfermedades
hemotropicas, a través del uso de
agujas e instrumentos contaminados,
durante la realizacién de vacunaciones,
intervenciones quirargicas (descornes,
castraciones, entre otras), y en las
aplicaciones de tratamientos masivos,
los cuales facilitan el pasaje de
sangre de bovinos infectados a otros
susceptibles [Otte, (1992); Desquesnes,
(2004); Kocan et al., (2010); Reinbold
et al., (2010)].

Para estas enfermedades, el diagnostico
clinico se basa en recopilacion de
la historia del animal, evaluacion
de los signos clinicos, edad y estado
fisiologico entre otros (Contreras, 2000).
El diagnostico directo, consiste en la
identificacion de la bacteria y/o parasito,
respectivamente. Con frotis delgados
coloreados, examen en fresco o directo
de sangre, puncion ganglionar o liquido
cefalorraquideo, frotis gota gruesa y
frotis de capa blanca y adicionalmente,
microcentrifugacion capilar o Woo
[Rivera, (1996); Woo, (1970)].

De alli la importancia en este tipo de
estudios para facilitar y establecer
adecuados métodos integrados para
diagnéstico 'y control de estas
enfermedades. Por ello, el objetivo
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general de esta investigacion fue
realizar una evaluacion clinica asociada
a la deteccion de los principales
hemoparasitos en bovinos del municipio
Libertador, estado Monagas

Materiales y Métodos
Caracteristicas del area de estudio y
fincas seleccionadas

La zona corresponde mayoritariamente
al paisaje de mesa llana, se encuentra
localizada entre las Latitudes Norte
09° 06" y 08° 56’ y las Longitudes
Oeste 62° 28’ y 62° 16’ a una altitud
de 30 msnm, con sueclos de tex tura
gruesa, arenoso francoso a franco
arenoso, hasta suelos de textura fina,
franco arcilloso a arcilloso (MARNR,
1984). La precipitacion total anual de
1.181 mm. y dos periodos de Iluvia:
el primero se extiende desde mayo a
septiembre y el segundo corresponde a
los meses de noviembre y diciembre.
Los promedios de humedad relativa
y temperatura anuales son de 68,5
% y 26,70 <C, correspondiendo a la
zona de vida de Bosque seco tropical
[Holdridge, (1978); MARNR, (1984)].
Se seleccionaron diez fincas al azar,
localizadas en el area de influencia del
Centro de Fomento y Produccion de
Ovinos y Caprinos (CEFOPROCA),
ubicado en el kildometro 14 de
la carretera nacional Temblador-
Tabasca, municipio Libertador, del
estado Monagas; colectandose muestras
sanguineas de 216 bovinos mestizos,
de diferentes edades y género, en
fincas doble proposito, en el periodo de
Octubre a Junio durante los afios 2010
y 2011, respectivamente. Los animales
fueron evaluados clinicamente y la

sangre se examind para detectar la
presencia de anaplasmas tripanosomas.
Tamafio de la muestra

Se utilizo6 la formula de estimacion para
proporciéon en muestreos simples al
azar en poblaciones infinitas propuesta
por Malaga (1990). Se muestrearon
216 bovinos, recolectandose dos (2)
muestras sanguineas por animal a
través de puncion en la vena yugular
coccigea, utilizando tubos Vacutainer
con EDTA 1y sin anticoagulante.
Simultaneamente, se realizd un examen
clinico a cada animal, se inspeccionaron
las mucosas visibles: ocular, gingival y
vulvar, ademas se palparon los ganglios
linfaticos. La determinacion de la
temperatura corporal, se realizo a través
del recto empleando un termdmetro
clinico.

Valores de hematocrito

Se determinaron mediante el método de
centrifugacion del microhematocrito,
utilizando tubos capilares, en los
cuales se colocaron 60 pL de sangre
aproximadamente, se sellaron en uno
de los extremos y posteriormente se
centrifugaron a 10.000 rpm durante
5 minutos en una centrifuga clinica
(Digisystem Laboratory Instruments®).
Los valores se expresaron en porcentaje
(%) de eritrocitos con relacion al
volumen total de sangre (Maxime,
1984).

Determinacion de las proteinas séricas
Se utilizé un Refractometro-Urindmetro
portatil Marca ATC ™. Se sujetd el
instrumento en posicion horizontal.
Luego, se cargd levantando la placa
protectora, se colocaron 20 pL de
muestra sobre el prisma de medicion.
Inmediatamente, se cerré la placa
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protectora sobre el prisma de medicion,
la lectura se realizd exponiendo el
aparato hacia una fuente de luz.
Diagnoéstico directo de A. marginal
Se procedi6 mediante el empleo de
frotis delgados tefiidos, con la coloraci%n
rapida  Microscopy ~ Hemacolor
siguiendo el protocolo  indicado
por fabricante, se observaron en un
microscopio marca Optima, modelo
XSZ-207. Los frotis sanguineos se
evaluaron con el objetivo 100X. El
porcentaje de parasitemia se cuantifico
por el numero de eritrocitos parasitados,
en un total de 100 campos contados en el
extendido sanguineo (Kelly, 1983).

Diagnéstico de infecciones activas
por tripanosomas
Estuvo basado en la deteccion

microscopica de los parasitos en
sangre fresca, con menos de 8 horas
de recoleccion (Gomez-Pifieres el
al. 2009), mediante la técnica de
microcentrifugacion  capilar  (TMC);
se evaluo la capa de plasma sobre los
globulos blancos en los tubos capilares,
posterior al proceso de centrifugacion.
Se empled un microscopio Optima®,
modelo XSZ-207, con el objetivo
10X, para detectar la existencia de los
tripanosomas cerca del “buffy coat” o
capa flogistica (Woo, 1970).

Analisis estadistico

Los datos se agruparon en una matriz
completa. Se analizaron mediante
técnicas descriptivas y de inferencia,
expresados en porcentajes. Se utilizaron
métodos estadisticos no paramétricos
[Chi cuadrado “chi®’; (SAS, 2001)].
Para determinar la prevalencia de
A. marginale, se tomaron en cuenta
la cantidad de muestras con presencia
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de microorganismos en los frotis
sanguineos. Mientras, la prevalencia de
infecciones activas por tripanosomas en
los bovinos muestreados, fue calculada
como el nimero de muestras positivas
por la técnica de microcentrifugacion
(TMC), dividido por el total de
muestras evaluadas. Ambas se
asociaron a los parametros clinicos
temperatura corporal, hematocrito y
proteinas séricas totales.

Resultados y Discusion

La evaluacion clinica revelé una
temperatura corporal promedio de
38,9+0,54 °C, hematocrito 28,6+6,04%
y proteinas séricas totales de 6,86+1,11
g/dL. Estos parametros sefialaron valores
dentro de intervalos normales para esta
especie animal (Radostits et al. 2004).
Sin embargo, no reflejaron diferencias
significativas  (p>0,05), con respecto
a la deteccion de los hemoparasitos;
atn cuando esta descrito que ambas
enfermedades cursan con fiebre y
anemia. Ademds, en la inspeccion
sistematizada se pudo apreciar en
algunos casos, membranas mucosas
palidas, ganglios linfaticos aumentados
de tamafio y pobre condicion corporal.
La temperatura es un  aspecto
clinico importante a  considerar,
relacionado con los cuadros febriles,
caracteristicos de ambas enfermedades
hemoparasitarias en la fase aguda de
infeccion, constituyendo el principal
signo reconocido en animales con
anaplasmosis y tripanosomosis bovina,
llegando alcanzar los 40C y raramente
exceder los 41C (Rivera, 1996).

Sin embargo, en los casos de infecciones
con tripanosomas, las variaciones entre
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los periodos febriles y afebriles, ha
demostrado un caracter recurrente
y en algunos casos remitente a éste
parametro. La fiebre, se asocia a
crisis tripanoliticas, en las cuales las
variaciones de temperatura incrementan
la fragilidad osmética en los eritrocitos,
lo cual resulta en un acortamiento del
tiempo de vida 1til de estas células,
debido al incremento en su destruccion
(Murray y Dexter, 1988).

Por otra parte, el hematocrito
representa la prueba aislada mas
valiosa, proporciona gran informacion
y especialmente en la forma de
microhematocrito. Provee informacion
sobre las proporciones de sangre ocupada
por los hematies, es decir el volumen de
c¢lulas compactas, leucocitos, plaquetas
y plasma (Bush, 1982).

Con respecto a las proteinas séricas
totales, uno de los aspectos que
ha recibido considerable atencion
en las infecciones con tripanosomas,
estan relacionadas con la presencia y
significado de la hemodilucion como
mecanismo generador de la anemia en
la enfermedad (Anosa y Isoun, 1980).
Para la anaplasmosis, cuando el 15%
de los eritrocitos son parasitados
comienzan a aparecer los sintomas
de la enfermedad, destacandose entre

los mas importantes: ficbre, anemia,
ictericia, pérdida de peso, anorexia,
debilidad muscular, disminuciéon de la
productividad, pérdida de la libido en
toros, aborto en vacas y posible muerte.
Cuando el animal logra recuperarse
entra en un estado portador, donde la
cantidad de bacterias es reducida y los
sintomas clinicos de la enfermedad
no se manifiestan, curiosamente
el animal nunca logra eliminar
completamente el agente infeccioso
del  torrente circulatorio  [Rivera,
(1996); Knowles et al., (1996). En
Venezuela la anaplasmosis constituye
un serio problema para el desarrollo de
la industria ganadera; encontrandose
en diferentes regiones y asociada
a otras hemoparasitosis como la
tripanosomosis y babesiosis, las cuales
causan muerte de gran cantidad de
bovinos [Rey-Valeiron et al., (2002)].
Los resultados obtenidos para la
prevalencia de anaplasmosis bovina,
por la técnica diagnostica directa,
empleando frotis sanguineos tefiidos,
fue 10,75%. Por otra parte, la técnica
de microcentrifugacion capilar revelo
que 1,69% (3/178), de los bovinos
evaluados presentaron infeccién activa
por Trypanosoma spp para el momento
del muestreo (Tabla 1).

Tabla 1. Prevalencia de A. marginale y Trypanosoma spp. en bovinos del

municipio Libertador del estado Monagas

A. marginale tripanosomosis
Animales % Animales %
Positivo 23 10,75 3 1,69
Negativo 191 89,25 175 98,31
Total 214 100 178 100
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La prevalencia de A. marginale en este
estudio, fue similar a lo reportado por
Toro et al., (1983), en sangre bovina
del estado Guarico, en Venezuela; con
una prevalencia de 8,3%. Mientras,
Guillen et al. (2001), sefalaron la
presencia en mayor porcentaje de este
microorganismo en frotis evaluados con
15,87%. De igual manera, en Brasil, Do
Nacimiento et al., (2012), sefialaron
prevalencia de 15,64%.

Otros estudios en Venezuela, sefalaron
en el estado Guarico, prevalencia del 47%
mediante la técnica de tincion Acridina
Naranja-Bromuro etidio [Eleizalde et
al., (2003)]. Estas diferencias pueden
ser atribuibles a diferentes condiciones

enzodticas existentes, debido a la
variabilidad de las caracteristicas
agroecoldgica, favorables para el

desarrollo de los vectores involucrados
en la transmision de la enfermedad
[Gugliemone, (1995); Alfaro et al.,
(1998); Kocan et al., (2010)].

Con respecto a la tripanosomosis,
en Venezuela, Guillen er al. (2001),
reportaron a través de los registros del
Instituto de Investigaciones veterinarias
9,72% de infecciones activas con
Trypanosoma  vivax en  muestras
sanguineas. En relacién a la
deteccion de la enfermedad en pequeiios
rumiantes, Garcia et al., (2009), mediante
la técnica de microcentrifugacion
capilar revelaron que 4,35% (11/320)
de los ovinos evaluados presentaron
infecciones por Trypanosoma  spp.,
en dos municipios del estado Apure.
Mientras que Garcia et al., (2002)
reportaron brotes causados por 7. vivax
en rebafnos de caprinos y ovinos en el
estado Falcon, mediante el empleo de
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frotis tefiidos con Giemsa al 10%. En

los animales afectados observaron
fiebre, anorexia, debilidad, mucosas
palidas, adenomegalias, ictericia,

emaciacion y muerte, respectivamente.
Finalmente, se pudo confirmar que el
diagnéstico directo mediante el empleo
de frotis sanguineos, constituye una
técnica de referencia y el método
mas comun para la deteccion de A.
marginale,asi como también | a técnica
de microcentrifugacion  capilar para
tripanosomosis en animales infectados
a campo. Contrariamente, cuando los
animales estan en fase cronica o estadio
de portador, no expresan un elevado nivel
de parasitemia como para ser detectado
directamente, por lo cual se requiere
la utilizacién de técnicas seroldgicas
mas precisas y sensibles, tales como
inmunofluorescencia indirecta (IFI),
ensayo inmunoenzimatico (ELISA),
y moleculares como la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR).

Las pruebas estadisticas revelaron para
los dos agentes infecciosos, que las
variables clinicas consideradas como
la temperatura corporal, el hematocrito
y las proteinas séricas totales, no fueron
afectadas por la condicion de positividad
en los métodos de diagndstico directo.
En el caso de A. marginale se podrian
tratar de animales portadores o
con inmunidad coinfecciosa, este
ultimo caracterizado por infecciones
persistentes, no detectables mediante
examen directo como frotis tenidos,
pero si através de técnicas serologicas
(Potgieter, 1979).
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Conclusiones

La evaluacion clinica en los bovinos
del municipio Libertador del estado
Monagas no reveld una asociacion
entre los parametros clinicos como
temperatura corporal, hematocrito y
proteinas séricas totales con la deteccion
de A. marginale y Trypanosoma spp.
Adicionalmente, la presencia de
estos agentes infecciosos incide
negativamente en la rentabilidad de las
unidades agropecuarias en la zona de
estudio, por sus efectos adversos a la
salud y a la produccién animal.
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