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Resumen

Atendiendo ala valoracién clinica de un cuadro anémico observado en doce vacunos es-
tablecidos en un sistema de ganaderia de altura en los andes venezolanos, en sospecha de
infeccién porlos hemotrépicos A. marginaley Babesia spp., se presentan los hallazgos ob-
tenidos a través de la valoracién microbioldgica directa. Se obtuvo una asociacién mixta
A. marginale y Babesia spp. de 8,8% y una presentacién individual de A. marginale de
3,3 %. La estimacion de la parasitemia revel6 la necesidad de tratamiento a cinco anima-
les. Ademads de esto, se valora el estado hematolégico de las reses estudiadas, de lo cual
se registra el 50 % de animales con hematocrito bajo el minimo de referencia y 41,7 % de
anisocitosis en distintos grados y a predominio de microcitos. Se confirma la sospecha
probabilistica, y se argumenta la importancia de la estimacion de la parasitemia, la valo-
racion hematoldgica y el seguimiento postratamiento en el bienestar animal.
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Microbiological confirmation and hematological evaluation
of Anaplasma marginale and Babesia spp. in high-altitude
cattle ranching in the Venezuelan Andes

Abstract

While clinically evaluating the anemic symptoms observed in twelve cattle in a high-
altitude cattle ranching system in the Venezuelan Andes, with a suspected infection of
the hemotropics A. marginale and Babesia spp., the article presents the findings obtained
through direct microbiological assay. A mixed association of A. marginale and Babesia
spp. was obtained in 8.8%, and the individual presentation of A. marginale was found
in 3.3%. The estimation of parasitemia revealed the need for treatment in five animals.
In addition, the hematological status of the studied animals was evaluated, which evi-
denced that 50% of the animals had hematocrit values under the minimum reference
and 41.7% presented with varying degrees of anisocytosis, with a predominance of mi-
crocytes. The study confirmed the probabilistic suspicion, and evidenced the impor-
tance of parasitemia estimation, hematological assessment, and post-treatment follow-
up for animal well-being.

Keywords: A. marginale, Babesia, cattle, breeding, laboratory diagnosis.
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Confirmag¢ao microbiolégica e avaliagao hematolégica para
Anaplasma marginale e Babesia spp. em pecuaria bovina
de altura nos andes venezuelanos

Resumo

Em consideragao a avaliagdo clinica de um quadro anémico observado em doze bovinos
estabelecidos em um sistema de pecudria de altura nos andes venezuelanos, em suspeita
de infecgdo pelos hemotrépicos A. marginale e Babesia spp., se apresentam os resultados
obtidos através da avaliagao microbiolégica direta. Obteve-se uma associagao mista A.
marginale e Babesia spp. de 8,8 % e uma apresentacdo individual de A. marginale de 3,3 %.
A estimagao da parasitemia revelou a necessidade de tratamento a cinco animais. Além
disso, se avalia o estado hematoldgico das reses estudadas, do qual se registra o 50%
de animais com hematdcrito baixo ou minimo de referéncia e 41,7 % de anisocitose em
diferentes graus e predominio de micrdcitos. Confirma-se a suspeita probabilistica, e
se argumenta a importdncia da estimagao da parasitemia, a avaliagao hematoldgica e o
seguimento pds tratamento no bem-estar animal.

Palavras chave: A. marginale, Babesia, bovinos, pecudria, diagnéstico de laboratério.

INTRODUCCION

El grupo de microorganismos en el torrente sanguineo
con mayor repercusion en la ganaderia bovina venezo-
lana incluye Anaplasma marginale (Theiler, 1910), Ba-
besia bovis (Babes, 1888), Babesia bigemina (Smith y
Kilborne, 1893) y Trypanosoma vivax (Zieman, 1905)
(1,2), causales de efectos negativos en la salud de los re-
banos y en la produccién y rentabilidad de los sistemas
de produccién establecidos. Sus prevalencias han sido
relacionadas con factores como edad, sexo, raza, prop6-
sito, sistema de manejo, densidad poblacional, aplica-
cion de tratamientos y movilizacién de ganado, ademds
de otros como la regién agroecoldgica, la estacion cli-
matica, la extension de la explotacion y la presencia o
control de vectores. En todas estas situaciones han sido
identificados brotes en diferentes zonas del pais, funda-
mentalmente en aquellas que son estratégicas parala se-
guridad alimentaria (3).

Las entidades nosolégicas anaplasmosis (A. margina-
le) y babesiosis (B. bovis y B. bigemina) integran el com-
plejo conocido como tristeza bovina (TB) (4). Pese ala

inexistencia de signos patognomonicos para este com-
plejo, la instauracién de un cuadro anémico pareciera
ser un carcter fundamental (5), el cual es determinado
por el tipo y virulencia del agente causal (6), la suscep-
tibilidad y estado nutricional del hospedador, asi como
el periodo de la infeccién en que se encuentre el animal
(4). La TB repercute negativamente en el desarrollo
ganadero al producir retardo del crecimiento, abortos,
infertilidad temporal, disminucién o pérdida de leche
o carne y muerte; ademds genera gastos derivados del
control (6). Todos estos efectos limitan la introduccién
dereproductores de razas exéticas en dreas productivas;
asi mismo, aumentan las restricciones a la exportacién
de animalesy sus productos y contribuyen al déficit pro-
teico en la poblacién humana (3).

Pese a que en Venezuela existen condiciones ecoepi-
demiolégicas para el mantenimiento de los ciclos bio-
légicos de A. marginale y Babesia spp. durante todo el
afio, estas entidades poco se han estudiado en los sis-
temas ganaderos de altura. Por tal razén, el objetivo de
la presente investigacion consisti6é en confirmar la pre-
sentacion de estos agentes en un sistema de ganaderia
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de altura ubicado en un 4rea rural de la regién andina
venezolana.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio

El estudio es descriptivo de serie de casos.
Presentacion

En abril de 2015 fueron seleccionadas 12 hembras hols-
tein de un lote de 90 reses para el descarte de A. mar-
ginale y Babesia spp. por presentar un cuadro anémico
a la valoracién clinica. Los animales con edades com-
prendidas entre 18 y 30 meses de edad pertenecian ala
unidad productora de la Estaciéon Experimental El Jo-
que (EEJ), y contaban con plan de vacunacién, despa-
rasitacion y pruebas inmunolégicas de obligatoriedad
vigentes. Debido al cuadro anémico, las reses habian
sido tratadas con Combecon®, Fol Hepar® y Eritrogen®;
la ultima dosis se aplicé de manera intramuscular cinco
dias antes del abordaje. El diagnéstico se efectud en el
Laboratorio de Investigaciones Parasitolégicas “Jesus
Moreno Rangel” de la Facultad de Farmacia y Bioan4li-
sis, institucion que presta servicio de extensién rural en
el drea de diagnostico.

Caracteristicas ecoepidemiolégicas
de la Estacién Experimental El Joque

La EEJ (125 ha) pertenece al Programa para el Desa-
rrollo de la Ganaderia Lechera de las Zonas Altas de la
Regién de Los Andes. Se ubica a 1960 m s. n. m., en la
parroquia Jaji, drea rural del municipio Campo Elias, a
una distancia de 37 km de Mérida. La zona se caracte-
riza por presentar una topografia irregular propia de las
montanas andinas, y condiciones de temperatura, hu-
medad y precipitaciéon medias anuales de 17,5°C, 82 %y
1300 mm, respectivamente (7,8).

La estacién cuentauna poblacion total de 375 reses aptas
para la explotacién lechera (holstein, hersey y sus mes-
tizos), agrupadas en diferentes sectores de explotacién:
levante, paritorio, escotero, ordefo y unidad producto-
ra. El manejo alimenticio se realiza principalmente con
pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum) y mani forraje-
ro (Arachis pintoi), ademds de complementos con heno
y alimento concentrado. En general, el estado de la esta-
cién se denomina satisfactorio.

Muestra biolégica y procedimientos
de deteccion

El material biolégico estuvo representado por sangre
venosa (3 mL) tomada a partir de la vena yugular y reco-
lectada en tubos Vacutainer®-EDTA (una muestra por
animal). Este trabajo se realizé aplicando los principios
éticos internacionales que rigen la investigacién biomé-
dica con animales. A fin de preservar los elementos celu-
lares, fue necesario mantener la cadena de frio (7-10 °C)
hasta la llegada de las muestras al laboratorio. Para el
descarte de A. marginale y Babesia spp. se seleccion¢ la
técnica microbiolégica frotis sanguineo coloreado (FS)
(5 pl de sangre para realizacién de extendido, seguido
de fijacién con metanol absoluto [S min], coloracién
con Giemsa [1/10 en agua destilada, 30 min] y visua-
lizacién microscépica [100X]). En caso de positividad
microbiana, se estimé la parasitemia (P) segun McCos-
ker y Smith, y se contd el total de eritrocitos infectados
en 10 campos microscépicos (1,9).

El FS junto a la técnica de microcentrifugacion capi-
lar (MCC) (capilares Tecnon® de 80 pl cargados hasta
2/3 de su capacidad, seguido de centrifugacién [S min/
12.000 g] y lectura en tabla Hawksley Micro-Hemato-
crit Reader) fueron empleados como herramientas de
diagnéstico hematoldgico en la descripcion de las cé-
lulas sanguineas (tamaio, forma y color [eritrocitos] y
morfologia [leucocitos y plaquetas], 100X) y en la me-
dicién del volumen globular rojo (hematocrito), respec-
tivamente.
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RESULTADOS
Deteccion microbiolégica

Se detectd para el lote evaluado 8,8 % de infeccién mix-
ta A. marginale y Babesia spp., y 3,3% de infeccién por
A.marginale. En S reses (4 positivas A. marginale + Babe-
sia spp.y 1 positiva A. marginale) la P resulté superior al
1% (tabla 1), de tal modo que requirieron tratamiento
inmediato, el cual incluyd una dosis de Babenil® ([ace-

turato de diminaceno], sol. 7% I. M), asi como hemati-
nicos (Hemoplex® [2g I. M.], 4cido félico [2 mg/kg PV
L.M]) y aumento de 2 kg en la dosis diaria de alimento.
En 3 reses con infecciones mixtas la P result6 con pre-
dominio de A. marginale.

A pesar de que la orden clinica no incluy6 deteccion de
T. vivax, se emplearon las técnicas MCC y FS, con el fin
de orientar el diagndstico hacia este hemoflagelado, de
lo cual no result6 ninguna muestra positiva.

Tabla 1. Deteccién de A. marginale y Babesia spp. en vacunos de la Estacion Experimental El Joque (Mérida)

FS
Animal A. marginale Babesia spp.

n.°/campo P (%) n.°/campo P (%)
UPJ1 3-7 2,50 3-5 2,000
UPJ2 1-2 0,75 2-3 1,250
UPJ3 3-5 2,00 0-3 0,750
UPJ4 3-5 2,00 0-3 0,750
UPJS 0-3 0,75 0-3 0,750
UPJ6 0-3 0,75 0-3 0,750
UPRJ7 - - - -
UPJ8 0-2 0,05 0-1 0,025
UPJ9 1-3 1,00 0-1 0,025
UPJ10 0-1 0,05 - -
UPJ11 2-6 2,00 - -
UPJ12 0-2 0,05 - -

ES = frotis sanguineo coloreado; n.°/campo = numero de eritrocitos infectados por campo microscépico;
P (%) = parasitemia; (~) = negatividad. Previo al muestreo: UPJ1 y UPJ2 = en aparente periodo de conva-
lecencia por TB; UPJ3: con sintomatologia compatible-TB, UPJ4 a UPJ12: leve palidez en mucosa ocular.

Deteccion hematologica

Los valores medios de hematocrito (Ht) se ubicaron en
21,8% (< 9%, > 34%). E1 50,0% de las reses evaluadas
presentd Ht bajo el minimo de referencia (24 %) (tabla 2).
La descripcion de frotis no revel® alteraciones en las se-

ries leucocitaria ni plaquetaria. En cuanto a la serie eri-
trocitica, se presentd anisocitosis (41,7%) en distintos
grados y con predominio de microcitos. Ademads, se ob-
servaron inclusiones intraeritrocitarias tipo Howell-Jolly
y el fenémeno de autoaglutinacién. En S animales no se
evidenci6 ninguna alteracion en la serie eritrocitica.

48  Rev. Med. Vet. ISSN 0122-9354 ISSNe 2389-8526: Bogot4 (Colombia) N° 34: 45-53, enero-diciembre del 2017



Confirmacién microbiolédgica y evaluacion hematoldgica para Anaplasma marginale y Babesia spp. en ganaderia bovina de altura

Tabla 2. Deteccién hematolodgica en vacunos holstein en la Estacion Experimental El Joque (Mérida)

Eritrocitos
Animal Ht (%)
Tamafo Forma Color HJ FA
UPJ1 9 AA N HA (+++) -
MICrocitos (++++)
macrocitos (+)
URJ2 11 AA HA - -
MICrocitos (++++)
macrocitos (+)
UPJ3 11 AM HA - (++)
microcitos (+++)
macrocitos (++)
UPJ4 24 AD NC (++) (++)
microcitos (++)
macrocitos (+)
UPRJ5 22 AD NC - -
microcitos (+)
macrocitos (+)
UPRJ6 23 N NC - -
URJ7 34 N NC - -
UPJ8 27 N NC - -
UPJ9 18 N HM - -
UPRJ10 29 N NC - (+)
UPJ11 29 N NC - -
UPJ12 24 N NC - -

Ht (hematocrito) valor de referencia = 24-46 %; AA = anisocitosis acentuada; AM = anisocitosis moderada; AD = anisocitosis discreta;
N = normalidad; HA = hipocromia acentuada; HM = hipocromia moderada; NC = normocromia; HJ = corpusculos Howell-Jolly;
FA = fenémeno de aglutinacién; (-): negativo, (++++) = abundantes, (+++) = moderados, (++) = escasos, (+) = muy escasos.

Seguimiento

Transcurridos 20 dias del tratamiento, fue realizada una
nueva valoracién empleando la marcha analitica ante-
riormente descrita; de ello se obtuvo la disminucién o
negatividad de la carga parasitaria (n.°/campo y P [%])

para 11 reses (tabla 3). En el animal restante (UPJ11) la
carga parasitaria aumentd; ademas, en este se hicieron
evidentes alteraciones en los pardmetros hematolégicos
Ht (18 %) y la serie eritrocitaria (anisocitosis moderada
[con moderados microcitos] e hipocromia discreta).
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Tabla 3. A. marginale y Babesia spp. en vacunos de la Estacion Experimental El Joque (Mérida), seguimiento postratamiento

FS MCC
Animal A. marginale Babesia spp. Ht (%)
n.°/campo P (%) n.°/campo P (%)

UPJ1 0-2 0,25 0-1 0,20 21
UPJ2 - - - - 22
UPJ3 - - - - 20
UPJ4 - - - - 25
UPJ5 0-1 0,20 - - 28
UPJ6 - - - - 29
UPJ7 0-3 0,30 - - 35
UPJ8 - - - - 32
UPJ9 0-2 0,25 - - 29
UPJ10 0-1 0,20 - - 29
UPJ11 5-8 425 - - 18
UPJ12 0-1 0,20 - - 29

ES = frotis sanguineo coloreado; MCC = microcentrifugacion capilar; n.°/campo = numero de eritrocitos
infectados por campo microscépico; P (%) = parasitemia; (~) = negatividad.

DiscuUsION

La ganaderia de altura en los andes venezolanos se ubi-
ca entre los 1500 y 2400 m s. n. m. (10,11) y est4 desti-
nada principalmente a fomentar la produccion de leche,
razén por la cual se fundamenta en la explotacion de las
razas holstein y jersey (12). Pese a esta dindmica, los ha-
llazgos de A. marginale'y Babesia spp. registrados son si-
milares a los establecidos en otras zonas agropecuarias
del pais, como las pertenecientes a los estados Gudrico
y Aragua, cuyas altitudes no superan los 535 m s. n. m,,
y con rebanos evaluados pertenecientes a grupos racia-
les como brahman, pardo suizo y carora destinados fun-
damentalmente a la explotacién cérnica (13,14). Segun
esto, la altitud y los grupos raciales parecieran no consti-
tuirse en factores limitantes en la presentacion de estos
hemotropicos.

Por su parte, y a juzgar por el comportamiento obteni-
do, las vias de transmisidn, la eficacia del tratamiento
hemoparasitario aplicado y la susceptibilidad indivi-
dual estarian actuando como factores importantes en la

presentacién y mantenimiento de A. marginale y Babe-
sia spp. Las vias de transmision resultan mas numero-
sas para A. marginale, por cuanto, ademds de la vectorial
mediada por garrapatas, se incluyen la vectorial a través
de moscas, la iatrogénica por medio de fomites con san-
gre contaminada (15) y la transplacentaria (16). Res-
pecto al tratamiento etioldgico, se debe considerar la
especificidad del firmaco para la especie diagnosticada
y la aparicién de recidivas asociadas principalmente a
la ubicacién de los hemotrépicos en 6rganos profundos
que sirven de secuestro. Estas situaciones explicarian el
mayor niimero de reses infectadas con A. marginale fue-
ra de la asociacién con Babesia spp., asi como el nuevo
periodo patente observado en el animal UPJ11 luego de
tratamiento.

Los hemotropicos intraeritrocitarios A. marginale y Ba-
besia spp. pueden desarrollar diferentes tipos de accio-
nes patogenas; por ejemplo, en los animales afectados
son constantes la aparicién de hemdlisis, trombosis,
edema y anemia (2,17). Se ha sefialado, producto de es-
tos hemotrépicos, fundamentalmente disminucién en
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los parametros hematocrito y hemoglobina (4,18). Res-
pecto alos valores de hematocrito, se registra en dos fin-
cas del estado Gudrico entre 60y 70 % de valores bajo el
35%, situacién que tiende a agudizarse cuando existe
una coinfeccién con T. vivax (13) o parésitos gastroin-
testinales como los estrogilidos (18). Sin embargo, la
disminucién del hematocrito producto de infecciones
microbianas puede no ser concluyente por cuanto tam-
bién es dependiente de la nutricién y los estados fisiol6-
gico e inmune del animal (14); por eso es necesario en
futuras investigaciones estimar estas asociaciones, asi

como la presencia de patdgenos gastrointestinales.

En las infecciones por A. marginale y Babesia spp. mu-
chas veces la anemia no es evidente con la valoracién
clinica, probablemente por la aparicién de infecciones
subclinicas o inaparentes (18). Dado este escenario, es
importante efectuar junto a la valoracién microbiologi-
ca una valoracién hematolégica mediante diferentes in-
dicadores, paralo cual se sugieren los utilizados en este
trabajo (hematocrito y descripcién de frotis) por ser de
facil ejecucién. En consideracion al valor del hemato-
crito, es conveniente tener en cuenta un punto de cor-
te que, correlacionado con la valoracion veterinaria y la
estimacién de la parasitemia, permita una clasificacién
del periodo clinico en el cual se encuentra cada animal.
Esta asociacion ha sido estimada para infecciones por
Anaplasma sp. en caprinos y ovinos, entre los cuales se
consideran animales sintométicos aquellos que presen-
ten un valor igual o menor al 25 % (9). Para A. marginale
y Babesia spp. en vacunos algunos investigadores consi-
deran este valor igual o menor a 20 % (19).

Las infecciones por hemotrépicos pueden inducir cam-
bios en la morfologia de todos los tipos celulares sangui-
neos; por lo tanto, su determinacién es importante para
realizar diagndsticos asertivos y orientar los procesos te-
rapéuticos mas adecuados que lleven a la restauracion fi-
sica de los animales afectados. Pese a este conocimiento,
a excepcion de T. vivax (20,21), pocos han sido los estu-
dios que revelen las variaciones enla descripcion de frotis
producto de hemotropicos. Para T. vivax ha sido registra-
da en fase aguda una descripcién normocitica-normocré-
mica. Este hallazgo resulta compatible para A. marginale

y Babesia spp., situacion que constituye una respuesta del
hospedador frente a estos microorganismos y su proceso
de eliminacién del torrente sanguineo (1).

La microcitosis diagnosticada se asocia a una anemia
de tipo ferropénica y, por ende, a un problema en la
absorcion de hierro, que es responsable de desencade-
nar hipoxia tisular; esto lleva a una mayor produccién
de eritropoyetina en el rifién, que a su vez induce una
intensa estimulacion de la médula 6sea, la cual, al no
disponer de hierro para la sintesis del grupo hemo, pro-
duce eritrocitos mas pequefios de lo normal (microci-
tos) (22). La microcitosis es un importante criterio de
clasificacion morfolégica en las anemias, y si bien la
incorporacién de los autoanalizadores a la practica cli-
nica ha aportado un mejoramiento en la rapidez, con-
fiabilidad y diagnéstico de los sindromes anémicos, la
observacién microscépica sigue siendo irremplazable
(23). Respecto a las inclusiones intraeritrocitarias tipo
Howell-Jolly, consideradas remanentes nucleares basé-
filos en eritrocitos y asociados a diferentes procesos pa-
tologicos —entre ellos anemias hemoliticas severas—,
han sido principalmente asociadas a la infeccién con
Babesia spp. (24).

La evaluacién hematoldgica también reviste importan-
cia en la valoracién posterior al tratamiento, en la cual
los signos de respuesta de la médula désea se perciben
mediante la presencia de reticulocitosis, policromatofi-
lia, células con punteado baséfilo, normoblastos y eri-
trocitos normocrémicos (1).

Debido a las similitudes clinicas y epidemiolégicas y la
prontitud de un tratamiento, generalmente en campo
no se realiza una valoracién diferencial ante la sospe-
cha del complejo TB. Sin embargo, por la cercania de
centros diagnésticos a los ambientes rurales como lo se-
nalado en esta investigacion, es conveniente acompanar
el diagnostico etioldgico de otras estimaciones en labo-
ratorio, con el fin de tomar medidas de control y pre-
vencion adecuadas. En la vigilancia epidemiologica se
recomienda integrar técnicas diagnésticas de laborato-
rio con mayor grado de sensibilidad y especificidad que
permitan aumentar la confiabilidad diagnéstica.
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos aluden a una condicién de

inestabilidad enzodtica para A. marginale y Babesia spp.

en bovinos de un sistema de ganaderia de altura, lo cual

confirma la sospecha probabilistica de estos hemotré-

picos, hecho que justifica la importancia de la estima-

cién de la parasitemia, la valoracion hematoldgica y el

seguimiento posterior al tratamiento en la repercusién

del bienestar animal.
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