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Resumen

Histéricamente, la especie bovina ha sido de vital importancia para el hombre como ani-
mal de abasto, porlo que el cuidado y proteccion a esta especie es muy importante. A ni-
vel mundial existen diversas enfermedades que atacan el ganado bovino, entre las cuales
se encuentra anaplasmosis bovina. La presente investigacion no experimental de campo
tiene como objetivo evaluar la dindmica de anticuerpos anti-Anaplasma y determinar en
qué momento el animal presenta infeccién activa. Para ello, se escogi6 una poblacién de
35 becerras ubicadas en la unidad de produccién del municipio Crespo, en el estado de
Lara, Venezuela. A las becerras, de 0 a 7 dias de nacidas, se le extrajo la sangre en tubos
con anticoagulante, para realizar frotis de capa blanca y determinacién del hematocri-
to, y sin anticoagulante, para la inmunofluorescencia indirecta. Posteriormente, fueron
muestreadas cada 15 dias hasta obtener un total de 12 muestras por cada becerra. Para
analizarlos datos, fue utilizada la prueba estadistica X* del programa estadistico Epi Info
versién 3.5.4. Se obtuvo un 79,05 % de positividad y 100 % de seropositividad para Ana-
plasma marginale. Se concluy6 que los altos valores obtenidos con las pruebas seroldgi-
cas son indicativos de animales con memoria inmunolégica, lo que quiere decir que no
necesariamente estarian infectados al momento del muestreo. Asimismo, se confirma la
capacidad de la especie bovina de crear un estado de premunicidn ante la anaplasmosis
a edades tempranas y mantenerla por un periodo prolongado, de modo que se encuentra
una estabilidad enzoética en la unidad de produccién.

Palabras clave: anticuerpos, dindmica, Anaplasma marginale, infeccién, inmunofluo-
rescencia indirecta
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Dynamics of Anaplasma marginale Active Infection
and Antibodies in Calves

Abstract

Bovine species has been historically of high importance to the human beings as a pro-
vision animal. Therefore, it is highly important to care and protect this species. There
are different diseases attacking the bovines around the world, such as the bovine ana-
plasmosis. This non-experimental research in the field aims to evaluate the dynamics of
anti-Anaplasma antibodies and to determine when the animal has an active infection.
To do so, a population of 35 female calves was used from the production unit in the town
Crespo, Lara State, Venezuela. Female calves, from 0 to 7 days born, were taken blood
samples in test tubes with anticoagulant. Then a white smear test was carried out and the
hematocrit was determined. Samples without anticoagulant were taken to do an indirect
immunofluorescence test. The calves were taken blood samples every 15 days in order to
complete 12 samples from each individual calf. For the data analysis, the statistical test
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X2 from the software Epi Info v.3.5.4 was used. Positive tests accounted for 79.05 % of
the samples and seropositiveness for Anaplasma marginale reached 100%. It is concluded
that the high values resulting from the serologic tests indicate that these animals have an
immune memory, which means, in turn, that they were not necessarily infected at the
time of being taken the samples. Likewise, this study confirms that this species is able to
create a pre-immunity condition to the anaplasmosis at an early age and to keep it for a
long term. This way, they reach an enzootic balance in the production unit.

Keywords: antibodies, dynamics, Anaplasma marginale, infection, indirect immuno-

fluorescence
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INTRODUCCION

Los pardsitos sanguineos o hemotrépicos son organis-
mos que pueden ser transmitidos a los animales domés-
ticos por vectores mecdnicos y bioldgicos. Su presencia
enlos animales domésticos produce cuadros hematicos,
ya que tienen afinidad por el torrente sanguineo, lo que
trae un efecto negativo en la salud animal, y produce
grandes pérdidas en las explotaciones bovinas (1). Estas
sereflejan principalmente en deficiencias en la ganancia
de peso, reduccién de la produccién lictea, altas inver-
siones en productos farmacéuticos, atencidn veterinaria
y mortalidad. Este constituye un problema grave en mas
del 70 % de los paises en desarrollo (2,3), pues se genera
un detrimento econdmico que atenta contra los produc-
tores y la seguridad agroalimentaria.

La anaplasmosis, o fiebre de Texas, es una enfermedad
causada por rickettsias del género Anaplasma (Anaplas-
ma marginale y Anaplasma centrale). Se caracteriza por
la presencia de fiebre, que puede permanecer elevada
o fluctuar en periodos irregulares; anemia; ictericia;
constipacion, principalmente a nivel del omaso; ano-
rexia; disminucidn de la produccién; aumento de tono
cardiaco, y, en ocasiones, abortos (4,5,6). Los rebafios
de Venezuela, por ser un pais ubicado en el trépico, es-
tan expuestos a los problemas que se puedan presentar
por la presencia de este hemotrépico (7). Esta enferme-
dad se transmite a través de vectores hematéfagos, tan-
to de manera bioldgica y mecdnica como iatrogénica.
Es importante destacar que la fuente infecciosa de este
agente infeccioso la constituye casi siempre un animal
infectado. Una vez que el animal se infecta puede per-
manecer como portador por afios, e incluso por vida en
algunos casos, aun cuando esta rickettsia no pueda ser
demostrable en la sangre (8,9).

Durante los dltimos afios ha existido un gran progreso
en el conocimiento del sistema inmune de losbovinosy
sufuncionamiento. Se sabe que los bovinos difieren del
humano y de otros animales de laboratorio en la forma

de transferencia de inmunidad materna, en el conteni-
do y en la composicién de inmunoglobulinas en calos-
tro y leche. Por su estructura placentaria, no hay paso
de las inmunoglobulinas a través de la placenta en la
gestacién (10).

La deteccion de este patdgeno se hace a través del diag-
ndstico clinico, métodos directos e indirectos. Uno de
los métodos directos es el frotis sanguineo la identifica-
cién directa de Anaplasma marginale en la sangre perifé-
rica de animales infectados. Existe un grupo de técnicas
de tipo indirecto que permiten la deteccién de anti-
cuerpos especificos circulantes, para la identificacién
de bovinos portadores asintomaticos. Estas ultimas son
técnicas seroldgicas y se aplican a grupos de animales.
Todas estas pruebas poseen fundamento inmunoldgico.
Las mas comunes utilizadas en la actualidad son: inmu-
nofluorescencia indirecta (IFI) y el ensayo inmunoen-
zimético (prueba Elisa) (11).

El ganado debe ser protegido contra enfermedades in-
fecciosas para lograr su 6ptimo rendimiento. Por esta
razon, en las explotaciones bovinas debe tenerse muy
presente en qué momento el animal estd mayormente
expuesto tanto a contraer Anaplasma como a padecer la
enfermedad producida por estay en qué momento el sis-
tema inmune comienza a crear anticuerpos para poder
defenderse; asi, el productor puede tener en cuenta un
mayor cuidado desde el nacimiento de la cria para com-
batir esta enfermedad. El desarrollo de vacunas efec-
tivas y eficientes puede ser una de las estrategias mds
viables. En este sentido, nace la interrogante por el mo-
mento en que el bovino comienza a desarrollar esa in-
munidad contra esta rickettsia y como se prolonga en su
primera fase de crecimiento, para poder enfrentar con
éxito este patogeno. En este estudio, se planteé como
objetivo principal evaluar la dindmica de anticuerpos e
infeccion activa de Anaplasma marginale en becerras de
una unidad de produccién del municipio Crespo del es-
tado de Lara.
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MATERIALES Y METODOS
Diseiio de la investigacion

El presente estudio se clasificé como de campo no experi-
mental y longitudinal, ya que se traté de una recoleccién
de datos a través del tiempo en puntos o periodos, para
hacer inferencias respecto al cambio, sus determinantes
y consecuencias (12).

Unidad de producciéon

El trabajo se realiz6 en una finca de ganado lechero ubi-
cada en las afueras de la poblacién de Duaca, en la ca-
rretera via Los Chispes km 1, en el municipio Crespo
del estado de Lara, Venezuela, latitud 10°16’ N, longitud
69°09’ O, altitud de 735 m s. n. m. con una precipitacion
media anual de 755,6 mm, temperatura media de 24 °C,
una humedad relativa media de 75 %, y clasificada como
una zona climatica de semirido templado (13).

Poblacién y muestra

La poblacidn esta representada por el nimero total de
becerras en la explotacién. Se tomé como criterio de in-
clusién parala seleccion de la muestra y el desarrollo del
proyecto alas becerras con una edad de 0 a 7 dias de na-
cidas en un periodo de 7 meses. De este criterio resulta-
ron 35 becerras de la misma razay edad.

Toma de muestras

Se realizaron con repeticiones cada 15 dias hasta los pri-
meros 5 meses de edad para un total de 12 muestras por
animal a las 35 becerras durante todo el estudio (sep-
tiembre-abril). Las muestras consistieron en la extrac-
cién de 3 ml de sangre directamente de la vena yugular
en tubos estériles Vacutainer® con anticoagulante etilen-
diaminotetracético (EDTA) y con ayuda de agujas esté-
riles (Vacutainer Becton Dickinson), previa desinfecciéon
de la zona con alcohol isopropilico. Igualmente, se extra-
jo 3 ml de sangre de cada bovino, que fueron colocados
en tubos estériles sin anticoagulante a fin de separar el
suero sanguineo, previala realizacion del examen clinico.

Diagnostico de la ocurrencia de
infeccién activa de Anaplasma marginale
en becerras mediante el examen
microscépico de frotis de capa blanca

Se tom¢ una cantidad de sangre del tubo Vacutainer®
con anticoagulante, en un tubo de microhematocrito
y se centrifugd para separar los elementos formes de la
sangre. Posteriormente se deposité una gota que contu-
viera plasma, glébulos rojos y células blancas en un por-
taobjeto, y se realiz6 un extendido de sangre de forma
rapida y firme; luego se secé al aire y posteriormente fue
coloreada con Hemacolor®, para su posterior observa-
cién a través de microscopio dptico con objetivo de 100
y ocular de 10. Se examinaron 1000 a 5000 eritrocitos
escogidos al azar en el frotis; esta técnica se realizé con
la finalidad de diagnosticar parasitosis bajas, ya que per-
mite concentrar las células de modo que las posibilida-
des de diagnéstico de infecciones activas a Anaplasma
aumenten (14).

Cuantificacion de la dindmica de
anticuerpos anti-Anaplasma marginale
mediante diluciones, con la prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Esta cuantificacién se realizé mediante diluciones a
través la técnica de inmunofluorescencia (IFI). El sue-
ro que se extrajo de los tubos Vacutaniner® sin anticoa-
gulante se utiliz6 para la deteccién de los anticuerpos
contra A. marginale. La técnica de IFI se aplic6 segun el
método descrito Basalo et al. (15), y se utilizaron como
antigeno eritrocitos infectados con Anaplasma marginale.
Las muestras fueron observadas en un cuarto oscuro.
Para esto, se utilizé un microscopio de fluorescencia
(Olympus BXS1, Japén) con ldmpara de mercurio. Los
sueros positivos fueronaquellos en dondela Anaplasma
present6 fluorescencia de color verde brillante, mien-
traslo sueros negativos no exhibieron fluorescencia. La
determinacién del hematocrito (Hm) se realizé a par-
tir de las muestras de sangre con anticoagulante inme-
diatamente después de la llegada al laboratorio. Como
indicadores del grado de anemia, el método emplea-
do fue la técnica del microhematocrito (16). Con los
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microcapilares centrifugados se procedi6 a medir a tra-
vés dela escala delectura el porcentaje de Hm para cada
bovino.

Anilisis de datos (andlisis estadistico)

Se aplicé la prueba estadistica X* del programa estadis-
tico Epi Info, version 3.5.4. y la prueba t para muestras

RESULTADOS Y DISCUSION

En cuanto a la dindmica de anticuerpos IgG (figuras 1
y 2), en la dilucién 1:80 se observé un 100 % de anima-
les positivos a la presencia de anticuerpos contra Ana-
plasma marginale; en la dilucién 1:160, se present6 un
57,14 %; enla dilucién 1:320, se presentd un 48,57 %; en
la dilucién 1:640, se presentd un 31,42 %; y en la dilu-
cién 1:1280, se present6 un 22,86 %. Los animales res-

1gG Anti - Anaplasma

relacionadas.
tantes en cada dilucién resultaron negativos.
Figura 1. Dindmica de anticuerpos o porcentaje de bovinos seropositivos
a la presencia de IgG anti-Anaplasma en las diluciones usadas por IFl.
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Figura 2. Porcentajes de bovinos positivos a la presencia de 1gG anti-Anaplasma
en todas las diluciones del IFl durante las 23 semanas.
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Geograficamente, una zona se considera epidemiol6gi-
camente estable a anaplasmosis, cuando el 75 % de los
bovinos en edades de 3 a 9 meses son seropositivos a la
presencia de anticuerpos contra Anaplasma spp. (17).
Los resultados obtenidos en este estudio permiten ca-
tegorizar a esta unidad de producciéon como una zona
de estabilidad enzo6tica para A. marginale. Esta condi-
cién favorece mantener el equilibrio entre el parésito y
los animales, condicionante para que no se presente la
enfermedad en forma aguda en las becerras que serin
el reemplazo de esta explotacion. En cuanto a la compa-
racion de las diferentes diluciones que se les realizaron
a los sueros sanguineos, estadisticamente la prueba de
correlacion de Pearson encontré diferencias significati-
vas con un 95 % de confianza (p < 0,05), a excepcién de
la dilucién 1:80.

Estos anticuerpos pudieron ser transferidos de la ma-
dre a través del calostro; en este caso, los anticuerpos
se mantienen hasta 30 dias de edad aproximadamente
y luego declinan, lo que proporciona una inmunidad

especifica pasiva de manera natural. Los anticuerpos
presentes en las becerras también pueden deberse a la
respuesta inmune por infeccidn activa ante la bacteria,
bien sea que haya ocurrido transmision transplacenta-
ria de la bacteria o a través del vector. Estos resultados
son muy similares a los reportados por James et al. (18),
donde se demostré que los anticuerpos declinan apro-
ximadamente a los 90 a 120 de edad. En anaplasmosis
bovina los niveles de anticuerpos se elevan durante la
etapa temprana y luego declinan durante el estado cré-
nico de lainfeccién; porlo tanto, los becerros que nacen
en area endémicas son protegidos por los anticuerpos
calostrales durante aproximadamente 2 a 4 meses de
vida (19). Algunos estudios han demostrado que gene-
ralmente los becerros se infectan entre los 4 a S meses de
edad con una buena respuesta inmunolégica, que puede
durar aproximadamente hasta 4 afios (19).

Estos anticuerpos proporcionan una inmunidad especi-
fica activa de manera natural. La respuesta humoral estd
altamente relacionada con el desarrollo de resistencia.
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Sin embargo, existen antigenos claves de A. marginale
que estimulan la produccién de anticuerpos neutrali-
zantes, por lo que la respuesta humoral juega un papel
sumamente importante en el desarrollo de la inmuni-
dad contra la anaplasmosis (20,21).

Los resultados encontrados en este estudio coinciden
con los reportados por Guillen ef al. (22), en cuyo estu-
dio reportan seroprevalencia de 50,56 % de animales con
reaccion positiva, y con los de Diaz et al. (23), en donde
se observo un 95,4 % de anticuerpos para A. marginale.
Estudios realizados en el estado Zulia reflejan un alto
porcentaje de positividad y advierten sobre el riesgo po-
tencial que las infecciones subclinicas por A. marginale
pudieran representar para los rebanos en produccion, al
demostrar la circulacion del agente causal de la anaplas-
mosis en animales aparentemente sanos (24).

Los resultados que presenta esta investigacion tienen
concordancia con otrainvestigacionrealizada en Argen-
tina en la provincia de Corrientes. Estudios demuestran
seroprevalencia para A. marginale (26) entre un 97,5 %
y un 100 %. Estos resultados también concuerdan con
los reportados de Bella Vista, donde se encontré una se-
roprevalencia del 86,5 % (27), asi como los reportados
por Eleizalde (27), en una finca del estado de Guarico,
donde se encontrd una seroprevalencia de 97 %. Mas
adelante, Cipolini et al. (26) evaluaron la dindmica de
anticuerpos contra A. marginale durante los primeros 6
meses de vida en 40 terneros, donde el indice mas bajo
reportado fue 58,94 % de positividad y el indice més alto
fue de 75 % de positividad. Estos resultados son muy si-
milares a los reportados en este estudio.

Por otra parte, los resultados que se observaron en el
presente estudio no concuerdan con los reportados en
Paraiba, Brasil, donde se evalu¢ la seroprevalencia de
A. marginale en 509 vacas, con la técnica de diagnosti-
co indirecto inmunofluorescencia cuyo reporte dej6 va-
lores medios de seroprevalencia de 15,0 % (27); dicha
diferencia pudiera deberse a que trabajaron con anima-

les adultos. Por su parte, Barbosa et al. (28) reportaron
una seroprevalencia de 25 % en 800 bufalos al norte de
este pais, resultados que tampoco concuerdan con los
reportados en este estudio; dichas diferencias pueden
atribuirse a la especie estudiada.

En la provincia Galdpago se reportan resultados simi-
lares a los encontrados en este estudio, con seropreva-
lencia de 64,1 % en 184 bovinos adultos (29). En otra
investigacion realizada en bufalos por Lira-Amaya et al.
(30), se reporta seroprevalencia de hasta un 25,4 % de
positividad a Anaplasma marginale en 233 animales en
Veracruz, México, resultados que difieren con los de
esta investigacion

Asociacion del porcentaje del
hematocrito, la infeccion activa de
Anaplasma marginale con los niveles
de anticuerpos detectados por IFI

Para compararla eficacia delas técnicas diagndsticas con
IF1y frotis de CB, se realiz6 el método estadistico de X*.
Se encontré que en todas las mediciones se comportaron
igual salvo en la segunda medicién, donde hubo diferen-
cia significativa (p < 0,05). En el resto de las mediciones,
la prueba no encontré diferencias porque la coincidencia
entre ambas técnicas es alta. Se puede afirmar que am-
bas coinciden en el diagndstico de la enfermedad.

Enla presente investigacion se reporta un alto porcenta-
je de muestras positivas al diagnéstico directo median-
te el frotis de capa blanca (79,05 %) y un porcentaje atin
mayor de positividad a la serologia mediante el diag-
nostico indirecto a través de la inmunofluorescencia
indirecta; 100 % para la dilucién 1:80; 57,14 % para la
dilucién 1:160; 48,57 % para la dilucion 1:320; 31,42 %
parala dilucién 1:640;y 22,86 % parala dilucién 1:1280
(figura 3). No obstante, no se evidencia sintomatologia
clinica ya que los animales jovenes son resistentes a la
enfermedady por esarazén no hay disminucién del por-
centaje de hematocrito.
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Figura 3. Comparacion de las frecuencias promedio de infeccion activa y respuesta humoral.
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Los altos valores obtenidos con las pruebas seroldgicas
son indicativos de los animales con memoria inmuno-
légica (anticuerpos especificos) por la exposicién a los
patogenos, lo que quiere decir que no necesariamente
permanecian infectados al momento del muestreo (31).
Asimismo, se confirmala capacidad dela especie bovina
de crear un estado de premunicién ante la anaplasmo-
sis a edades tempranas y de mantenerla por un periodo
prolongado, lo que le permite, en estas condiciones tro-
picales, desarrollar una inmunidad innata o adquirida
cuando se expone a la presencia del vector y el agente
infeccioso. El ganado puede contraer la enfermedad a
cualquier edad; sin embargo, la mortalidad y severidad
aumentan con esta. Los terneros de menos de 6 meses
exhiben una resistencia natural, pues, aun cuando se
infectan, raramente exhiben los signos clinicos (32). El
ganado entre seis meses y tres alos comienza a incre-
mentar el padecimiento y ocurren més muertes con el
avance de la edad. En general, la parasitemia y la anemia
son menos graves en los animales jévenes, posiblemente
debido a que la respuesta inmune celular es mayor por

Mediciones

la competencia del timo, el sistema hematopoyético es
mads activo y por el papel mds activo de la hemoglobina
fetal (20).

La A. marginale induce en el organismo respuesta hu-
moral y celular; sin embargo, los anticuerpos al parecer
juegan un papel menos importante (11). Los animales
infectados desarrollan anticuerpos, fundamentalmente
del tipo IgG e IgM, y exhiben durante las ultimas etapas
delainfeccién aguda unarespuesta mediada por células,
enla que aparecen los macréfagos activados segregando
IFN-v, que estimula fuertemente la proliferacion de lin-
focitos de sangre periférica (33,34). La respuesta celular
se correlaciona parcialmente con el desarrollo de la in-
munidad. En contraste, la respuesta humoral se correla-
ciona pobremente con el desarrollo de resistencia. Sin
embargo, existen antigenos claves de A. marginale que
estimulan la produccién de anticuerpos neutralizantes,
por lo que la respuesta humoral juega algun papel en el
desarrollo de la inmunidad contra la A. marginale. Los
bovinos jovenes tienen un nivel de resistencia natural,
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pues desarrollan infeccién y una inmunidad adecuada
(inmunidad coinfecciosa) al alcanzar la edad adulta son
resistentes a la presentacioén clinica de la enfermedad
(20,21).

CONCLUSIONES

Las 35 becerras presentaron infeccién activa de Anaplas-
ma marginale, pero en ningin momento se presento sin-
tomatologia clinica; porlo tanto,los animales estudiados
mantienen una inmunizacion exitosa contra Anaplasma
marginale, o estado de premunicion. Esto confirmala ca-
pacidad de la especie bovina de crear dicho estado ante
la anaplasmosis a edades tempranas y mantenerla por
un periodo prolongado. El estado de premunicién per-
mite que los animales mantengan el hematocrito en va-
lores normales y los valores obtenidos con las pruebas
serologicas son indicativos de animales con memoria in-
munolégica, lo que quiere decir que no necesariamente
permanecian infectados al momento del muestreo. Las
becerras mantienen seropositividad mayor al 75 %; esto
le permite a la unidad de produccién encontrarse en es-
tabilidad enzodtica para anaplasmosis.
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