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RESUMEN

Uno de los obstaculos mas relevantes de la ganaderia Colombiana son las
enfermedades transmitidas por ectoparasitos en particular la anaplasmosis bovina,
una enfermedad causada por Anaplasma marginale. Esta infeccion se caracteriza
por presentar amplia distribucién mundial y por alcanzar especial importancia
econdmica, debido a la disminucién de la produccion de carne y leche, mortalidad,
pérdida de la eficiencia reproductiva por abortos, infertilidad y disminucién de la
natalidad. La principal actividad econémica del municipio de Ovejas esta basada en
las explotaciones agricolas y ganaderas, sin embargo no se ha registrado la
presencia de la enfermedad en bovino, por ello el presente trabajo determiné la
prevalencia de infecciébn con Anaplasma spp. en bovinos del municipio de Ovejas,
Sucre, Colombia. Con base en el registro suministrado por la Federacion
Colombiana de Ganaderos (FEDEGAN), se escogieron por conveniencia 194
bovinos pertenecientes a 20 hatos ganaderos. Se realizé diagndéstico microbiolégico
de la infeccion mediante frotis sanguineo tefiido con Wright y deteccién molecular
del ADN de las bacterias del género Anaplasma mediante Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR) del gen que codifica para la subunidad 16S Ribosomal (16S
rRNA). La identificacion de especie se realizé con base en el andlisis de la
secuencia del gen que codifica las proteinas de choque térmico (GroEL). Se
determind que existe un grado de concordancia pobre (K= 0,152) entre ambos
meétodos diagnosticos. Se encontré6 una frecuencia de infeccion del 9,74%
(n:19/194) por métodos microbioldgicos, y por PCR-GroEL se encontré una
prevalencia de infeccion del 30,77% (n:60/194). Los analisis derivados de las
recontrucciones filogenéticas basados en la secuencia del gen GroEL, indican que
A. marginale es la especie infectante en los bovinos del municipio de Ovejas. A partir
de los analisis estadisticos entre los factores demograficos y la prevalencia de la
infeccion, se encontré diferencia estadistica entre la raza (F=0,004; P< 0,005),
pérdida de peso (5,0734; P<0,05) y zona geografica donde fueron capturadas las
muestras de sangre (F= 0,01; P< 0,005).
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ABSTRACT

One of the most important obstacles of Colombian cattle ranch are the diseases
transmitted by ectoparasites, in particular bovine anaplasmosis, a disease caused
by Anaplasma marginale. This infection is characterized by a wide global distribution
and economic importance, due to the decrease in meat and milk production,
mortality, loss of reproductive efficiency because of abortion, infertility and decrease
in the birth rate. The main economic activity from the municipality of Ovejas is based
on agricultural and livestock farms, however the presence of the disease in cattle
has not been recorded. So the present study determined the prevalence of infection
with Anaplasma spp. in cattle from the municipality of Ovejas, Sucre, Colombia.
Based on the register supplied by the Colombian Federation of Cattlemen
(FEDEGAN), 194 cattle belonging to 20 cattle herds were selected for convenience.
Microbiological diagnosis of Wright-stained blood smear infection and molecular
detection of Anaplasma DNA by Polymerase Chain Reaction (PCR) method based
on 16S rRNA. The identification of the species is based on the analysis of the
sequence of the gene encoding the heat shock proteins (GroEL). It was determined
that there is a degree of poor agreement (K = 0.152) between both diagnostic
methods. An infection rate of 9.74% (n: 19/194) was found by microbiological
methods, and by GroEL-PCR found a prevalence of infection of 30.77% (n: 60/194).
Analyzes derived from the phylogenetic reconstructions based on the GroEL gene
sequence indicate that A. marginale is the infecting species in cattle in the

municipality from Ovejas.

Key words: Anaplasmosis, PCR, blood smear, bovine.
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INTRODUCCION

Las enfermedades bacterianas trasmitidas por vectores estan distribuidas en
numerosas zonas alrededor del mundo, representan un importante problema
econoémico, de Salud Publica y veterinaria, debido a que afectan un amplio grupo
de especies animales de interés comercial; especialmente, aquellos que se
distribuyen en zonas tropicales y subtropicales, donde las condiciones ecoldgicas y
ambientales son favorables para el desarrollo de estos microorganismos y sus
vectores (Marquez-Quivera, 2000). Dentro de estas enfermedades, la anaplasmosis
bovina causada por A. marginale (Theiler, 1910), una bacteria intracelular obligada
que pertenece al orden Rickettsiales, familia Anaplasmataceae, género Anaplasma.
Esta enfermedad representa uno de los retos mas importantes en la produccién
ganadera, puesto que es responsable de generar altos indices de morbilidad y
mortalidad en el ganado y de crear uno de los principales limitantes para el
desarrollo de la ganaderia; en los Estados Unidos mueren anualmente por
anaplasmosis entre 50.000 y 100.000 animales, con un costo aproximado de 300
millones de ddlares (Palmer & McElwain, 1995); mientras que en América Latina las
pérdidas que generan en el sector superan en promedio los 800 millones de dolares

anuales (Betancourt, 1995).

Colombia es el cuarto productor de ganado después de Brasil, Argentina y México,
con aproximadamente 22,5 millones de bovinos (ICA, 2016). A pesar de la
importancia de este sector para la economia Nacional, y aunque se disponen de
meétodos efectivos de diagnostico, tratamiento y control de ectoparasitos vectores
de hemoparasitosis, todavia estas enfermedades representan un importante
problema de salud veterinaria, especialmente por los costos del manejo de animales

infectados los cuales se estiman en 363.295.504 millones de pesos (ICA, 2013).

La anaplasmosis bovina es transmitida por la picadura de dipteros hematéfagos y
garrapatas de los géneros Dermacentor, Ixodes, y Rhipicephalus (Katherine Kocan,
De La Fuente, Blouin, & Garcia-Garcia, 2004). Dentro de las hemoparasitosis

registradas en bovinos de Colombia, la anaplasmosis es quizas la mas importante
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(Fedegan, 2013), por ejemplo, en un estudio realizado en el 2005, en el Bajo Cauca
y Alto San Jorge, se determind que la frecuencia de infeccién con Anaplasma spp.
fue del 61,8% (n:316/511), mientras que la infeccion con parésitos del género
Trypanosoma spp. y Babesia spp. alcanz6 valores del 33.3% (n:170/511) y 4.9%
(n:25/511), respectivamente (Herrera et al., 2008).

Rhipicephalus (Boophilus) microplus es la especie de mayor importancia veterinaria
y se ha convertido en un problema para el sector ganadero (Kocan et al., 2010).
Esta especie juega un papel importante como vector de A. marginale. En Colombia
se ha calculado que las pérdidas relacionadas con garrapatas y moscas para la
ganaderia ascienden a 76.713 millones de pesos anuales (Benavides et al., 2001).
Es importante resaltar que en las ultimas cinco décadas se han producido cambios
en la epidemiologia de la enfermedad, los cuales han sido asociados con cambios
en la distribucion y abundancia de los vectores como consecuencias del
calentamiento global (Vecino et al., 2013). En este sentido, los estudios de vigilancia
epidemioldgica de vectores, han registrado la presencia de R. microplus en areas
ubicadas por encima de los 2.900 msnm, donde hace cuatro décadas se
consideraban libres de estos hemoparasitos (Benavides, Vizcaino, Britto, Romero,
& Rubio, 2000).

Por su parte en la Costa Caribe Colombiana se ha reportado la presencia de
anaplasmosis; por ejemplo, estudios realizados en zonas ganaderas del
Departamento de Cordoba se encontré que el 11,18% de los bufalos analizados en
tal poblacion fue positivo para infeccion con bacterias del género Anaplasma
(Cardona Alvarez, Ensuncho Hoyos, & Vergara Garay, 2012), asi mismo, en 2015,
estudios realizados en cuatro explotaciones ganaderas en Cérdoba se registraron
una prevalencia del 20,61 % de Anaplasma spp. en bovinos gyr puros (Martinez,
Alvarez, & Viloria, 2015); por otra parte, en el Departamento de Sucre, en un estudio
realizado en el municipio de Toluviejo, se encontré una prevalencia de infeccion del

90% en ovinos (Martinez Sierra, 2010).

En el Departamento de Sucre, hasta la fecha se desconoce la circulaciéon y

prevalencia de infeccion con bacterias del género Anaplasma en bovinos, lo que
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evita calcular el impacto econémico causado por esta infeccion en los diferentes
hatos ganaderos. Considerando el importante problema de Salud veterinaria que
representa la anaplasmosis bovina en la ganaderia del pais, en el presente trabajo
se realiz0 busqueda microscopica combinada con reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con el objetivo determinar la prevalencia de infeccion de
anaplasmosis bovina en zonas ganaderas del municipio de Ovejas, este
conocimiento permitird disefar, evaluar e implementar mecanismos de control y

prevencion tendientes a reducir los casos y pérdidas producidas por la enfermedad.
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1. MARCO REFERENCIAL

Marco tedrico conceptual
1.1.1 Clasificacién taxondmica de las bacterias del género Anaplasma.

El agente etiolégico de anaplasmosis bovina es una bacteria intracelular obligada
que pertenece al Super Reino Bacteria, Orden Rickettsiales, familia

Anaplasmataceae.

Super Reino: Bacteria
Clase: Proteobacteria
Subclase: Alfa

Orden: Rickettsiales
Familia: Anaplasmataceae
Género: Anaplasma

Especie: A. marginale

Los organismos del orden Rickettsiales son a-Proteobacterias, intracelulares que
crecen libres en el citoplasma de células eucariotas de hospederos (Kocan et al.,
2003). Inicialmente fueron clasificados de acuerdo a su morfologia, ecologia,
epidemiologia, y caracteristicas clinicas, sin embargo, recientemente se propuso un
nuevo esquema de clasificacion basado en andlisis filogenéticos de la secuencia
del gen que codifica para la subunidad 16S Ribosomal (16SrRNA), y genes que
codifican para proteinas de superficie (groESL), como resultado de estos estudios
se propuso reorganizar la familia Ehrlichiaceae de tal forma que este taxdn fue
sustituido por la familia Anaplasmataceae, finalmente el orden Rickettsiales quedo
conformado por la familia Anaplasmataceae y Rickettsiaceae (Dumler et al., 2001).

Los analisis filogenéticos han apoyado la formacion de cuatro grupos dentro de la
familia Anaplasmataceae, dentro de los cuales se encuentra el género Anaplasma,
cuyos miembros exhiben una similitud minima del 96,1%; asi mismo se encuentra

el género Ehrlichia, cuyos miembros exhiben una similitud minima del 97,7%;
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mientras que entre los miembros del género Wolbachia y el género Neorickettsia se
observa una similitud 95,6% y 94.9% respectivamente (Dumler et al., 2001). Todas
estas bacterias se caracterizan por replicarse exclusivamente dentro de vacuolas

unidas a la membrana en el citoplasma de la célula hospedera (Rikihisa, 1991).

A excepcion del género Wolbachia cada especie de la familia Anaplasmataceae
puede replicarse en hospederos vertebrados, generalmente dentro de células
derivadas de estructuras mesodérmicas, en particular células hematopoyéticas
maduras e inmaduras (Barbet, 1995; Rikihisa, 1991). Estudios realizados en
artrépodos han permitido identificar algunos vectores invertebrados involucrados en
la trasmision de estos microorganismos principalmente garrapatas o trematodos con
excepcion de las especies del género Wolbachia, que se encuentran en una alta
variedad de hospederos invertebrados y helmintos (Barbet, 1995; Rikihisa, 1991;
Zhou, Rousset, & O'Neill, 1998).

El género Anaplasma solo agrupaba patdogenos que infectaban a rumiantes (A.
marginale, A. Centrale (Theiler, 1911) y A. ovis (Bevan, 1912); sin embargo después
de la reclasificacion en el afio 2001 este género se amplié y actualmente incluye: A.
phagocytophilum (Gordon, Brownlee, & Wilson, 1940), un taxén que resulté de la
unificacién de tres organismos previamente clasificados como especies del género
Ehrlichia (Ehrlichia equi, Ehrlichia phagocytophila, y el agente identificado de
ehrlichiosis granulocitica humana). El género Anaplasma también incluye a A. bovis
(Donatien & Lestoquard, 1936) anteriormente denominado como E. bovis, y A.

platys (Harvey, Simpson, & Gaskin, 1978) anteriormente E. platys.

1.1.2 Morfologia de A marginale.

A. marginale es una bacteria intraeritrocitaria gram negativa, que al ser visualizada
al microscopio se observa un aspecto de una inclusion redondeada pequefa de
aproximadamente 0,3-1um, generalmente localizada alrededor del margen del
eritrocito; consta de un cuerpo inicial, que invade el eritrocito y posteriormente se
multiplica para formar inclusiones con 4 a 8 cuerpos iniciales (Rodriguez Camarillo,

Garcia Ortiz, Aboytes Torres, Cant6 Alarcon, & Barigye, 2003). (Imagen 1).
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Imagen 1. Eritrocito infectado por bacterias del género Anaplasma (Benavides et
al.,2012)

1.1.3 Vectores

Las garrapatas cumplen un papel importante en la epidemiologia de la enfermedad,
se estima que al menos 20 especies han sido incriminadas en la transmision de A.
marginale alrededor del mundo; dentro de estas, los miembros de los géneros
Dermacentor, Ixodes y Rhipicephalus son los taxones mas representativos (Kocan
et al., 2004).

En Colombia la garrapata R. microplus, es el principal vector de A. marginale, tiene
una amplia distribucién, que va desde el nivel del mar hasta los 2.800 metros de
altitud; sin embargo, en las Ultimas cinco décadas, el impacto ocasionado por el
calentamiento global, ha ampliado la distribucion geogréfica de estos artrépodos
vectores y de los organismos patdégenos que transmiten (Vecino et al., 2013), los
cuales han sido registrados en areas situadas por encima de los 2.900 msnm, que
cuatro décadas atras eran consideradas libres de ectoparasitos sanguineos
(Corpoica, 2008; Pulido-Herrera, Rudas-LI, Betancourt, Grant, & Vilchez, 2015;
Vecino et al., 2013). Este hecho indica que existe un panorama de riesgo de

trasmision de anaplasmosis bovina en poblaciones altamente susceptibles.

1.1.4 Ciclo de vida en el invertebrado R. microplus.

Se ha demostrado que A. marginale es transmitida por garrapatas de la familia

Ixodidae, entre sus miembros R. microplus, es quizas el vector mas importante en
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los paises tropicales y subtropicales del mundo (Futse, Ueti, Knowles, & Palmer,
2003). El ciclo de desarrollo de A. marginale en garrapatas es sincronico con el ciclo
de alimentacion (Kocan et al., 1992b). Después de la ingesta de sangre realizada
por el vector A. marginale invade y coloniza el epitelio del intestino medio mediante
un proceso de fagocitosis formando el primer sitio de infeccion (Blouin, Saliki, de la
Fuente, Garcia-Garcia, & Kocan, 2003). Durante el transcurso de la infeccién en las
células epiteliales del intestino medio de la garrapata A. marginale se desarrolla
dentro de vacuolas o forma colonias unidas a la membrana; la primera forma de A.
marginale observada dentro de la colonia se denomina forma reticulada, la cual se
divide por fision binaria y forma grandes colonias que pueden albergar cientos de
microorganismos (equivalentes a 10® organismos por intestino). Luego de esta
replicacion inicial en el epitelio del intestino medio, A. marginale ingresa a la
hemolinfa e invade las células epiteliales de la glandula salival. El desarrollo de la
infectividad necesita una replicacion final que produce 10® microorganismos por
glandula salival, ademéas es necesario que la garrapata se fije efectivamente al
vertebrado susceptible e inocule las bacterias durante la ingesta (Kocan et al.,
2003).

1.1.5 Trasmisién de A. marginale.

El estudio de los mecanismos de transmision de A. marginale es de fundamental
importancia para instaurar un control efectivo de la enfermedad; son amplias y muy
variadas las formas en que el microorganismo puede transmitirse y dependen de la
presencia de vectores, la existencia de animales susceptibles y condiciones
ecologicas favorables (Palmer & McElwain, 1995). La transmision de A. marginale
puede efectuarse biolégicamente por garrapatas o mecanicamente por moscas
hematofagas o fomites contaminados con sangre (Scoles, Broce, Lysyk, & Palmer,
2005). Sin embargo, investigaciones recientes han documentado que la transmision
bioldgica por garrapatas es mas eficiente que la transmisién mecéanica por la mosca

de los establos (Stomoxys calcitrans) (Baldacchino et al., 2013b).
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1.1.5.1 Trasmision bioldgica de A. marginale.

La transmision biologica se lleva a cabo mediante la picadura de garrapatas, esta
puede ocurrir en distintas fases de su desarrollo: interestadial, cuando la infeccién
inicial en garrapata con A. marginale se adquiere en un estadio previo al estadio
que pica y transmite los microorganismos durante la ingesta; intraestadial, ocurre
cuando una garrapata infectada, en cualquier fase de desarrollo (larva, ninfa o
adulto), se alimenta del hospedero susceptible (Doudier, Olano, Parola, & Brouqui,
2010; Kocan, De la Fuente, Blouin, Coetzee, & Ewing, 2010) y transovéarica, cuando
una hembra infectada, transmite la bacteria a los 6vulos y por ende a los huevos en
desarrollo, de tal forma que las larvas que emergen estan en capacidad de trasmitir
los patégenos al siguiente hospedero (Baldridge et al., 2009; Ortiz et al., 2014).

1.1.5.2 Trasmision mecanica de A. marginale.

En ensayos de transmision experimental de bacterias del género Anaplasma se ha
encontrado que al menos doce especies de dipteros exhiben la capacidad de
transmitir de forma mecanica estas bacterias; dentro de estos se encuentra la
mosca de los establos Stomoxys calcitrans, ocho especies del género Tabanidae y
tres especies de mosquitos del género Culicidae (Baldacchino et al., 2013a; Bram
& Roby, 1970; Scoles et al., 2005; Scoles, Miller, & Foil, 2008). La transmision
mecanica de estas bacterias implica que las partes bucales de los insectos se
contaminen al alimentarse de un rumiante infectado, luego al desplazarse a un
animal susceptible inoculan los eritrocitos infectados de forma mecanica. Este tipo
de transmision depende del nivel de bacteriemia en el hospedero al momento de la
alimentacion; por lo tanto, es posible sélo durante la fase aguda de la infeccion
cuando el nivel de bacteria en sangre esta en su punto mas alto (Scoles et al., 2008).
Otra forma mecanica de transmision se lleva a cabo por fomites contaminados con
sangre, incluyen agujas, pinzas para la nariz, equipos de -castracion, los
instrumentos de tatuaje, los dispositivos de la marca de oreja y trasplante de
embriones empleados en la practica veterinaria en areas rurales (Aubry & Geale,
2011; Palmer, Brown, & Rurangirwa, 2000; Shimada et al., 2004).
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1.1.5.3 Transmision transplacentaria de A. marginale.

La transmision transplacentaria puede ocurrir en el bovino gestante durante el
segundo y tercer trimestre de gestacion, cuando la madre presente un alto nivel de
bacteriemia en sangre; en esta etapa A. marginale puede atravesar la barrera
placentaria e infectar al feto (Meldonado, Coronado, Kowalski, & Medina, 2013). Por
lo tanto, al igual que la transmisidbn mecéanica la transmision transplacentaria de A.
marginale puede contribuir a la epidemiologia de esta enfermedad en algunas

regiones del mundo (Kocan et al., 2003).
1.1.6 Ciclo de vida en el vertebrado bovino.

En el hospedero bovino, los cuerpos iniciales de A. marginale transmitidos por el
vector, ingresan a los glébulos rojos maduros por endocitosis e invaginacion de la
membrana, se multiplican por fision binaria para llegar a formar un cuerpo de
inclusion que contiene entre 6 y 8 bacterias; las bacterias formadas abandonan el
cuerpo de inclusion y el eritrocito por un proceso no litico e infectan otros globulos
rojos para repetir el proceso por periodos indefinidos. Adicionalmente se ha
observado que A. marginale infecta a las células endoteliales del bovino y aunque
se sabe muy poco sobre este proceso, se sospecha que estas células brindan el
sitio donde la bacteria permanece en los animales portadores y quizas es donde se
lleve a cabo el proceso de formacién de variantes antigénicas a partir de la
recombinacién de la proteina Msp2 (proteina mayor de superficie 2), la cual esta
directamente involucrada en la evasién del sistema inmune (Futse, Brayton, Nydam,
& Palmer, 2009) (Imagen 2).
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Imagen 2. Ciclo de vida de A. marginale. Tomado del centro de sanidad animal.
http://webcache.googleusercontent.com/search?g=cache:http://centrodesanidadan
imal.blogspot.com/2016_01_01_archive.html.

1.1.7 Manifestaciones clinicas de anaplasmosis bovina.

Después de la infeccion inicial y un periodo de incubacién de 7-60 dias (Kocan et
al., 2003), A. marginale invade los eritrocitos del hospedador y experimenta ciclos
de replicacion; durante la infeccion inicial ocurre un aumento geométrico del nimero
de eritrocitos infectados que se duplica cada 24 horas. Los signos clinicos durante
esta fase incluyen, fiebre alta (41°C), anorexia, depresion, debilidad muscular e
ictericia. En la fase aguda de la infeccion, el nUmero de eritrocitos infectados es de
aproximadamente 10° células por mililitro de sangre dependiendo de la cepa
infectante y la susceptibilidad del hospedero, por lo general del 10% al 90% de los
eritrocitos pueden ser infectados en esta fase; por lo cual un animal no presenta
signos clinicos al inicio de la infeccién, y estos solo aparecen cuando mas del 15 %
de los eritrocitos han sido invadidos (Radostits, Gay, Hinchcliff, & Constable, 2006).

El ganado puede contraer la enfermedad a cualquier edad, pero tanto la mortalidad
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como la severidad de esta aumentan con la misma. Generalmente los terneros
presentan una menor frecuencia de la enfermedad clinica; en animales menores de
6 meses de edad la enfermedad no es comun, animales entre 6 meses y 1 afio de
edad suelen desarrollar la enfermedad leve y animales entre 1 y 2 afios de edad
sufren la enfermedad aguda, pero rara vez es fatal. Por otro lado, en bovinos adultos
de mas de 2 afios de edad, la enfermedad es aguda y con frecuencia fatal con
riesgos de mortalidad entre 29% y 49% (Kocan et al., 2003). Los animales que
superan la fase aguda permanecen como portadores con continuos ciclos de
bacteriemia en un estado de portador cronico; recuperan su condicion fisica y se
hacen asintomaticos, convirtiéndose en animales persistentemente infectados
(Viseshakul, Kamper, Bowie, & Barbet, 2000). Dado que el tiempo de vida media de
un glébulo rojo de la especie bovina es de 160 dias, nuevos eritrocitos necesitan
ser infectados continuamente para mantener la infeccién (infeccion persistente de
A. marginale en el hospedero) (Eleizalde & Reyna-Bello, 2014; Palmer, Futse,
Knowles, & Brayton, 2006).

1.1.8 Diagndstico de anaplasmosis bovina.

Es importante hacer un diagndstico diferencial de anaplasmaosis bovina, puesto que
los signos clinicos que se presentan con mayor frecuencia incluyen; fiebre, anemia
hemolitica aguda e ictericia en el ganado adulto y estos signos son comunes con
otras enfermedades como: babesiosis, eperytrozoonosis, theileriosis, leptospirosis,
hemoglobinuria bacilar, hemoglobinuria postparto y antrax; afortunadamente la
ausencia de hemoglobinuria con anemia aguda y la identificacién del eritrocito
infectado, permiten diferenciar estas enfermedades hemoliticas de la anaplasmosis

clinica (Gonzalez et al., 2014).
1.1.8.1 Métodos microbioldgicos.

El control de la anaplasmosis necesita de métodos diagnéstico que permitan
conocer la prevalencia de la infeccién del microorganismo en las diferentes zonas
del mundo (Camacho-Nuez et al., 2000). La observacion de frotis sanguineo es la

técnica de primera eleccion en el diagnéstico de referencia y es el método mas
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comun para la identificacibn de Anaplasma spp. en animales que presentan
infeccion clinica (Gonzélez et al.,, 2014). Sin embargo, cuando el animal se
encuentra en la fase crénica o en el estadio de portador no se observa un elevado
nivel de bacterias como para ser detectado por la tincion (Trueblood & Palmer,
1998). Este método se caracteriza por ser confiable, econdmico y capaz de detectar
niveles de bacteriemia de 0.1 a 0.2% (Gale, Dimmock, Gartside, & Leatch, 1996).

1.1.8.2 Deteccion del material genético de bacterias del género Anaplasma

mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Esta técnica es de gran utilidad para la identificacion de bacterias del género
Anaplasma en bovinos portadores y vectores que presenten una baja carga
bacteriana; se estima que el limite de deteccion es de 24 eritrocitos infectados por
microlitro de sangre, equivalente a 0,0001% de eritrocitos infectados (Figueroa,
Chieves, Johnson, & Buening, 1993; Gale et al., 1996).

Para la identificacion de bacterias de este género se han desarrollado PCR,
utilizando cebadores comunes que permiten amplificar el ARN ribos6mico de 16S
(16S rRNA) de las bacterias de la familia Anaplasmataceae, esta regién es un
polirribonucleétido de aproximadamente 1.500 pb, codificado por el gen rrs, también
denominado ADN ribosomal 16S (ADNr 16S). La secuencia de estos genes ha sido
utilizada ampliamente en estudios de filogenia y taxonomia bacteriana, debido a que
el operon ribosémico presenta entre 1 y 15 copias por cada genoma bacteriano y
aunqgue la secuencia varia considerablemente, es relativamente conservado entre
los miembros de este género (del Rosario Rodicio & del Carmen Mendoza, 2004;
Dumitrache et al., 2015; Dumler et al., 2001; Gonzalez et al., 2014; Inokuma,

Terada, Kamio, Raoult, & Brouqui, 2001; Jimenez, Garcia, Angulo, & Gémez, 2013).

Para la identificacion de especies del género Anaplasma se utiliza una variedad de
marcadores moleculares, entre los cuales se destaca los que amplifican el operén
de choque térmico groESL. Este operdn abarca una region que contiene dos genes
gue codifican las proteinas de choque térmico GroES y GroEL (HSP) (Tutar & Tutar,

2010). GroEL se considera una herramienta valiosa para estudios filogenéticos de
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los miembros de la familia Anaplasmataceae, este gen codifica una proteina de
choque térmico de aproximadamente 60-47 kDa, involucrada en el plegamiento y la
formacién de la estructura cuaternaria de otras proteinas (Gupta, 1995; Psaroulaki
et al., 2009; Sumner, Nicholson, & Massung, 1997).

1.1.9 Distribucion de anaplasmosis bovina.

Anaplasmosis bovina se halla ampliamente distribuida en las zonas tropicales y
subtropicales del mundo (40° N-32° S); el area de distribucion comprende América
del Sur, América Central, Estados Unidos (EEUU), el Sur de Europa, Africa, Asia,
Australia, América Central y América del Sur (Kocan et al., 2010). La anaplasmosis
es enzootica en todos los paises de Ameérica Latina, con la excepcién de las zonas
desérticas y ciertas cadenas montafiosas, como los Andes (Guglielmone, 1995). Se
ha planteado que la distribucion de esta enfermedad podria cambiar a causa del

calentamiento global (Kocan et al., 2004).

1.1.10 Control de la anaplasmosis bovina.

Las medidas de control utilizadas para la anaplasmosis bovina no han variado
notablemente durante los Ultimos 50 afios. Las medidas de control y prevencion

incluyen:

1.1.10.1 Rebafios libres de Anaplasma spp.

El mantenimiento de zonas libres de la enfermedad es posible a nivel del rebafio.
Se recomienda realizar pruebas diagnosticas dos veces cada tres semanas a los
animales que ingresen por primera vez en un hato, con el fin de disminuir el riesgo

de introducir animales infectados (Benavides, 2012).
1.1.10.2 Control de vectores

El control de vectores involucra la aplicacion de acaricidas, sin embargo no resulta
factible para muchos ganaderos por su elevado costo y porque su prolongado uso
solo puede generar el desarrollo de garrapatas resistentes (Aubry & Geale, 2011).

Adicionalmente, el uso de bafios periddicos con productos quimicos conlleva a
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contaminacion ambiental, presencia de residuos en carnes y leche (Gutiérrez,
2006).

1.1.10.3 La prevencion de la transmision iatrogénica

La transmision iatrogénica a través de fomites contaminados con sangre puede
contribuir a la propagacion de A. marginale, las medidas de control recomendables
sugieren un solo uso de agujas entre el hato ganadero, ademas es importante la
limpieza y desinfeccién de todos los instrumentos que se utilizan en las practicas
rurales como equipo de tatuaje, etiquetadores de oido, mochetas; entre otros
(Reinbold et al., 2010).

1.1.11 Tratamiento.

El tratamiento antibiotico en la anaplasmosis es efectivo para disminuir la carga
bacteriana y la limitacion de los efectos clinicos, pero no eliminan completamente
las infecciones persistentes (Suarez & Noh, 2011); por lo que se debe restringir el
movimiento de ganado infectado, como medida precautelar en zonas donde persiste
la infeccidn, esto evita el ingreso de la enfermedad en areas donde residen animales
susceptibles (Kocan et al., 2010). El grupo de medicamentos de primera eleccién
para el tratamiento de la enfermedad son las tetraciclinas. La administracion de este
antibiético va acompafiado de las desventajas asociadas al costo y el riesgo de
aparicion de microorganismos resistentes (Kocan, Blouin, & Barbet, 2000).
Usualmente se aplican 10-12 mg/kg por via intravenosa o intramuscular. El
mecanismo de este grupo de antibioticos depende de su interaccion con la
subunidad 30S de los ribosomas y con acido ribonucleico mensajero (ARNm), lo

gue inhibe la sintesis de proteinas (Scholar & Pratt, 2000).

1.2 Marco de antecedentes.

En Colombia, desafortunadamente, no se cuenta con un registro preciso de los
brotes ocasionados por A. marginale en bovinos. Aunque tradicionalmente los casos
de anaplasmosis se han registrado en varias zonas del pais: Cérdoba 90%, Costa
Atlantica 90%, Antioquia 50%, Santanderes 80%, Valle del Cauca 60%, y Llanos
Orientales 72% (Benavides et al., 1996); en los ultimos afios se ha observado un
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incremento en las areas de distribucion de la enfermedad, y ahora se registran
casos de infeccion con esta especie en mas del 85% del territorio Colombiano
(Benavides et al., 2001). Los registros indican que en el afilo 2009, el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) notific6 bovinos en diversas condiciones
patoldgicas, evaluadas en 2.924 predios ubicados en 28 Departamentos, en este
estudio se encontrdé que 350 predios fueron afectados por anaplasmosis (Orjuela et
al., 2009). Para el afio 2010 se evaluaron 1.434 predios ganaderos localizados en
24 Departamentos; se encontr6 un total de 237 bovinos afectados por
anaplasmosis, de los cuales 188 animales murieron a causa de la enfermedad lo
que representd pérdidas estimadas en 239.681.200 millones de pesos (Orjuela,
Gonzélez, Patifio, Diaz, & Ortiz, 2010 ). En el afio 2013 se registrd una frecuencia
de infeccion con Anaplasma spp. del 73,7 % en cinco municipios del Norte y
Nororiente de Antioquia (Avila Pulgarin et al., 2013). De acuerdo a lo anterior en
Colombia la enfermedad es considerada de gran importancia, ya que constituye una
restriccién para el incremento de la productividad ganadera del pais (Benavides et
al., 2000).

Por su parte la anaplasmosis se ha convertido en una enfermedad emergente y
desde hace varios afios es una de las infecciones transmitidas por garrapatas mas
importantes que amenazan la vida humana en paises como Estados Unidos
(Dumler, Madigan, Pusterla, & Bakken, 2007); estos cambios se atribuyen al
aumento de los reservorios animales y los vectores (garrapatas). En este sentido,
el primer registro de anaplasmosis humana granulocitica (AHG) en Colombia se
reporté en el afilo 2013, un caso de un paciente masculino con cuadro febril
prolongado en la ciudad de Cartagena (Hernandez-Ayazo & Marien-Clarete, 2013),
por lo cual es importante sugerir el diagndstico temprano y establecer las diferencias
que existe con otras infecciones similares (Hernandez-Ayazo & Marien-Clarete,
2013).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general:

Determinar la infeccion con Anaplasma spp. en bovinos del municipio de Ovejas,

Sucre, Colombia.
2.20bjetivos especificos:

e Estimar las tasas de infeccion microbiolégica con bacterias del género

Anaplasma en bovinos del municipio de Ovejas, Sucre, Colombia.

e Detectar e identificar las bacterias de la familia Anaplasmataceae que infectan

a la poblacion de estudio.

e Correlacionar los factores demogréficos (edad, sexo y raza) de la poblacion de

estudio con la la infeccién por Anaplasma spp.

3. METODOLOGIA

3.1 Area de estudio.

El estudio se llevé a cabo en el municipio de Ovejas, Departamento de Sucre,
ubicado en la Region Costa Norte de Colombia, perteneciente a la subregion de los
Montes de Maria, se ubica a 09° 31’ 48” de latitud Norte y a 75° 14’ 01" de longitud
Oeste, presenta una altitud de 265 metros. Su extension total es de 444.7 Km?. Esta
region sabanera se caracteriza por su paisaje montafioso; en términos ecoldgicos
la zona corresponde a la categoria de bosque seco tropical, con registros de
temperatura media de 28.8°C, humedad relativa del 77- 80% y precipitaciones que
alcanzan los 1000-1300 mm anuales. Limita con el Carmen de Bolivar, San Pedro,
los Palmitos, Chalan, Coloso y el municipio de Coérdoba en el Departamento de
Bolivar constituyen los limites circunvalares de Ovejas al Norte, Sur, Occidente y

Oriente respectivamente (OVEJAS). (Figura 2).
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Figura 1. Ubicacion geografica del municipio de Ovejas, Departamento de Sucre.

3.2 Tipo de estudio y tamafio de la muestra.

Se realiz6 un estudio transversal observacional y de secuencia temporal
retrospectiva. El tamafio de la muestra de estudio se estim6 a partir de una
poblacién total de 305 animales activos en el municipio, el calculo se realizé con el
programa WIinPEPI v11.18 (Abramson, 2010), con un nivel de confianza del 95%,
admitiendo un error del 5% y una prevalencia del 50%, debido a que en esta region
no se han realizado estudios que aborden la prevalencia de la enfermedad; la

muestra estimada para este estudio fue de 194 animales.
3.3 Estudio epidemiolégico.

La eleccion de los puntos de muestreo se realizé por conveniencia con base al
registro suministrado por la Federacion Colombiana de Ganaderos (FEDEGAN) de
Sucre. A cada propietario del hato ganadero se le explicaron los objetivos, riesgos
y beneficios del estudio, se respondieron inquietudes, se pidié autorizar un

consentimiento informado (Anexo N° 1) y por ultimo se realizO una encuesta
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epidemioldgica (Anexo N° 2) en la que se indago sobre los datos del animal (edad,
el sexo, la raza, presencia de vectores, entre otros) y del domicilio con el fin de
buscar posibles asociaciones entre los factores del entorno, la signos clinicos y la

prevalencia de la infeccion en el municipio.
3.4 Recoleccion de muestras sanguineas.

Para la toma de muestra sanguinea fue necesario la compafiia de un funcionario
del programa de vacunacion contra la Brucelosis y la fiebre Aftosa de Fedegan; el
bovino escogido se sujeto e inmovilizé con ayuda del personal del hato, una vez en
el suelo o en la manga del corral se localiz6 la vena yugular del animal, se realiz6 la
limpieza de la zona y se tomaron cinco ml de sangre periférica con ayuda de una
aguja hipodérmica calibre 26G x 1/2" de 10cm3. La muestra se deposité en dos
tubos de microcentrifugas que contenia 100 ul de EDTA, el primer tubo se utilizd
para realizar el frotis sanguineo y el segundo para los analisis de deteccién con
herramientas de biologia molecular. Las muestras se rotularon con la fecha y un
cadigo unico para cada animal. Este codigo permitio llevar un registro detallado de
los bovinos utilizados en el estudio (anexo N°2). Las muestras sanguineas
recolectadas fueron trasportadas al Laboratorio de Investigaciones Biomédicas de
la Universidad de Sucre. Cabe mencionar que se excluyeron del muestreo hembras

embarazadas, animales mayores de tres meses y tiempo de residencia en la zona

3

superior a tres meses.

4

Imagen 3. Toma de muestra de sangre a partir de la vena yugular.
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3.5 Estimacion de la frecuencia de infecciébn con bacterias del género

Anaplasma en poblaciéon bovina del municipio Ovejas.

Para la realizacion del frotis sanguineo se emplearon dos portaobjetos con bordes
biselados: uno como soporte del frotis de sangre y el otro como portaobjetos
extensor. En un extremo del portaobjetos se colocé una gota de sangre (15 pl
aproximadamente) con anticoagulante (acido etilendiaminotetraacético EDTA). Se
cre0 asi un frotis de bala, siguiendo las instrucciones de Rodak & Carr, 2014, el cual
se dej6 secar a temperatura ambiente (Rodak & Carr, 2014). Una vez seco el
extendido se realizé la coloracién con tincion Wright; por dltimo se procedi6 a la
lectura en un microscopio de luz con el objetivo 100X, para visualizar el agente
etiologico (Calderon, Cardona, & Vergara, 2013). Cabe mencionar que aquellas
muestras positivas fueron confirmadas por un funcionario del ICA de la ciudad de

Sincelejo, Sucre.

3.6 Deteccion del material genético de las bacterias de la familia

Anaplasmataceae en poblacién bovina del municipio de Ovejas, Sucre.

3.6.1. Extraccién de ADN gendmico

Las muestras de sangre almacenadas se procesaron para extraer el ADN total
mediante el método de altas concentraciones de sales modificado por Rivero &
Blanco 2003 (Rivero, 2003): la muestra obtenida se centrifugdé a 12000 r.p.m. por
diez minutos a 4°C, al pellet obtenido se le adicionaron 500 ul de bufer de extraccion
(Tris 10mM, EDTA 1 mM, SDS 1%), inmediatamente se le agregaron 2,5 yl de
proteinasa k (20ug/pl) y se incubd por 1h en bafio seco a 65°C, posteriormente, se
inactivé la proteinasa k a 95°C por un minuto, se centrifugé a 12000 r.p.m. durante
diez minutos a 4°C, el sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo al que se le
adicionaron 500 pl de Acetato de Potasio 5M, luego se homogenizo por inversion
seguido de incubacién en hielo por quince minutos. Se centrifugd nuevamente a

12000 r.p.m durante diez minutos a 4°C y se transfirio el sobrenadante a otro tubo.
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Al sobrenadante se le adicionaron 0.6 volimenes de isopropanol y se incub6 a una
temperatura de -20°C durante toda la noche. Al precipitado de ADN resultante se le
agregaron 500 ul de etanol al 70%, se centrifug6é a 12000 r.p.m por cinco minutos a
4°C y se descarto el sobrenadante. EI ADN se dejo secar a temperatura ambiente y

se resuspendio en agua ultra pura antes de almacenarlo a -20°C.
3.6.2 Cuantificacion de ADN extraido de sangre periférica.

La concentracién de ADN extraido a partir de las muestras sanguineas se determiné
utilizando el espectrofotometro NanoDrop 2000 Thermo Scientific. Se midio la
concentracion y pureza haciendo mediciones a 260, 280 y 230 nandmetros y se
infirieron las relaciones entre los valores de absorbancia medidos a las diferentes

longitudes de onda.

3.6.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del gen gue codifica la
subunidad ribosomal pequefia para la deteccién del material genético de las
bacterias de la familia Anaplasmataceae en poblacion bovina del municipio de
Ovejas, Sucre

La identificacibn del material genético de las bacterias de la familia
Anaplasmataceae en poblacién bovina del municipio de Ovejas, se realizé mediante
PCR del gen que codifica para el ARN ribosomal de 16S, en este proceso se
emplearon los cebadores: EHR16SD 5-GGT ACC YAC AGA AGA AGT CC-3’ &
EHR16SR 5-TAG CAC TCA TCG TTT ACA GC-3' (Parola et al., 2003), los cuales
flaguean un fragmento de 347 pb en todos los miembros que conforman la familia.
La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen total de 25ul. En cada reaccion
se usaron 3ul del DNA extraido a una concentracion promedio de 154, 86 ng/ul, 1.0
pl de cada cebador a 10pmoles/ul, 5ul reaccidén mix con dNTPs; 1.0 unidad de
enzima GoTaq® Flexi DNA Polymerase. La mezcla de reaccién se incubd en un
termociclador Bio-Rad bajo el siguiente perfil térmico: activacion inicial a 95°C
durante dos minutos, seguido por 35 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion a
95°C por 20 segundos, alineamiento a 56°C durante 25 segundos y una fase de

extension final durante de cinco minutos a 72°C.
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3.6.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del gen que codifica las
proteinas de choque térmico (GroEL) para la deteccion del material genético
de las especies del género Anaplasma en poblacion bovina del municipio de

Ovejas.

Aquellas muestras que fueron positivas por el marcador anterior fueron utilizadas
para identificar la especie infectante, para lo cual se amplifico el gen que codifica la
proteina de choque térmico GroEL por PCR convencional, en el proceso se usaron
los cebadores HSPC: 5-AAATGGCGAATGTTGT(TA)GT(TC)AC-3' HSPB: 5'-
TTA(GA)AA(GATC)CC(GATC)CCCAT(GATC)CC(GATC)CCCATGCC-3 que
delimitan un fragmento de aproximadamente 1650 pb (Lew, Gale, Minchin, Shkap,
& de Waal, 2003). La reaccién de PCR se llevé a cabo en un volumen total de 50ul.
En cada reaccion se usaron 3ul del DNA extraido a una concentracion aproximada
de 154,86 ng/ul, 1.5yl de cada cebador a 10 pmoles/ul, 10ul reaccion mix con
dNTPs; 1.5 unidades de enzima GoTag® Flexi DNA Polymerase. La mezcla de
reaccion se incub6 en un termociclador Bio-Rad bajo el siguiente perfil térmico:
activacion inicial a 95°C durante 2 minutos, seguido por 35 ciclos de amplificacion
(desnaturalizacion a 95°C por 20 segundos, alineamiento a 62°C durante 85
segundos y una fase de extension final de cinco minutos a 72°C.

Para ambas reacciones de PCR se us6 ADN de cepas de referencia de A. marginale

como control positivo y como control negativo se usé agua ultra pura.

3.7 Visualizacién de los productos de PCR mediante electroforesis en gel de

agarosa.

Los productos amplificados con los cebadores EHR16SD & EHR16SR fueron
separados por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en buffer TBE 0.5 X (Tris —
Acido bérico — EDTA) durante 40 minutos a 90 voltios, mientras que los amplificados
con los cebadores HSPC & HSPB fueron separados por electroforesis en gel de
agarosa al 1,0% en buffer TBE 0.5 X (Tris — Acido borico — EDTA) durante 50
minutos a 80 voltios. Luego fueron visualizados en un transiluminador con previa
tincion con GelStar® (Nucleic Acid Gel stain for DNA and RNA analysis). El tamafio
de los fragmentos amplificados se determind usando como referencia el marcador
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de peso molecular M.biotech 1 Kb, extrapolando el logaritmo de la masa respecto a

la distancia recorrida en el gel.
3.8 Secuenciacion de ADN.

Teniendo en cuenta el nUmero de muestras totales que amplificaron el gen 16S
rRNA; se escogid una muestra por conveniencia teniendo en cuenta que existiera
al menos un animal positivo por cada hato ganadero o al menos entre varios hatos
cercanos; de este modo se seleccionaron 10 muestras equivalente a un 7% de las
muestras positivas por este gen. Del mismo modo se escogieron productos de las
muestras que amplificaron el gen GroEL, los 19 productos elegidos presentaron una
concentracion igual o mayor a 150 ng/pl y un volumen de 30 pl. Las muestras se
cuantificaron con ayuda de NanoDrop 2000 Thermo Scientific. Posteriormente los
productos fueron secados y sometidos a un proceso de secuenciacién automatizada
en ambos sentidos de la cadena, empleando un analizador genético Applied

Biosystems 3700xL, este servicio fue contratado con la compafiia MacrogenTM.
3.9 Andlisis de secuencias nucleotidicas.
3.9.1 Edicién de secuencias.

Las secuencias del gen 16S rRNA y del gen GroEL, obtenidas después del proceso
de secuenciacién fueron editadas de forma automatica con el programa Geneious
version 9.1.7 (Kearse et al., 2012), posteriormente, los consensos obtenidos fueron
revisados de forma manual. Con el fin de confirmar la identidad taxonémica de las
bacterias se realiz6 una busqueda de alineamiento local con el programa BLast
(Altschul, Gish, Miller, Myers, & Lipman, 1990).

3.9.2 Alineamiento multiple de las secuencias.

Las secuencias consenso del gen 16S rRNA y las secuencias del gen GroEL, se
alinearon con secuencias homoélogas de diferentes miembros de la familia y otras
especies del género Anaplasma con ayuda del programa MAFFT (Katoh, Misawa,

Kuma, & Miyata, 2002). Para cada gen se realiz6 un alineamiento independiente en
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el que se incluyeron secuencias depositadas en Genbank. El modelo de sustitucion
de nucleotidos que mejor describe la diversidad observada entre las secuencias
alineadas se evalué con el programa MEGA 6 (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski,
& Kumar, 2013).

3.9.3 Andlisis filogenético

Las reconstrucciones de los dendogramas se realizaron con el programa PhyML
(Lefort, Longueville, & Gascuel, 2017) que implementa un algoritmo de busqueda
heuristico, rapido y preciso para la estimacion de las filogenias basado el método
de Maxima Verosimilitud. El soporte interno de los nodos fue estimado a partir de
1000 pseudoreplicas (Felsenstein, 1985).

3.10 Relacion entre los factores demogréaficos (edad, sexo y raza) y la

prevalencia de anaplasmosis en la poblacion estudiada.
3.10.1 Anadlisis de datos
3.10.1.2 Anélisis bivariante.

Se realiz6 prueba Chi- cuadrado y Fisher para comparar cada una de las variables
explicativas: sexo, edad, raza, signos clinicos, vacunacién y medidas de control y
prevencion con respecto a la variable respuesta (muestras positivas por GroEL) con
ayuda del programa R estadistico (Team, 2014) y el paquete Rcomander
(Thioulouse & Dray, 2007).

3.11 Socializacion de resultados con los productores ganaderos

Una vez obtenido los resultados de esta investigacion se realizo un informe final, en
el cual se agradeci6 a la comunidad por su participacién e invaluable ayuda en el
desarrollo de las actividades del Proyecto; se notificaron los respectivos resultados

para cada animal, detallando la presencia de infeccion de los géneros Anaplasma y
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Babesia (datos no mostrados), seguido de una serie de recomendaciones que
conllevan a notificar la presencia de estos patégenos y promover el control
pertinente en la zona de estudio (Anexo 4).

4. RESULTADOS

4.1 Poblacion bovina estudiada

Durante el periodo comprendido entre los meses de Abril y Julio del afio 2015 se
muestrearon 194 animales, proveniente de 20 hatos ganaderos; 5 hatos ubicados
en zona rural (41 animales), 3 hatos ubicados en zona periurbana (30 animales) y
12 ubicados en zonas urbanas del municipio de Ovejas, Sucre, Colombia (123
animales). Del total de bovinos estudiados el 26% (n:52/194) correspondié a
machos y el 73% (n:142/194) a hembras. La edad de los animales fue clasificada
en cuatro grupos etarios; el grupo | animales entre 3 y 8 meses, grupo I, animales
entre 9 y 24 meses, grupo lll, animales entre 24 y 48 meses de edad y el grupo IV
animales entre 49 y 96 meses de edad. De acuerdo a lo anterior, el 26,28%
(n:51/194) de bovinos pertenecen al grupo I, el 25,25% (n:49/194) al grupo Il, el
26,80% (n:52/194) al grupo 11l y el 21,64% (n:42/194) pertenecen al grupo IV. En
cuanto a las razas de los animales se encontré que el 85,05% (n:164/194) de los
individuos estudiados fueron de raza cebu, seguido el 8,7% (n:17/194) raza parda,

por ultimo el 6,18% (n:12/194) corresponde a un cruce entre la raza cebu y parda.
4.2 Examen clinico

Del total de animales estudiados el 27,31% (n:63/194) presentd al menos un signo
clinico caracteristico de anaplasmosis bovina, los principales signos clinicos
observados fueron: presencia de mucosas palidas, pérdida de peso, inapetencia y
debilidad (Tabla 5).

Andalisis microbiolégico de busqueda de infecciéon con Anaplasma spp. en

bovinos del municipio de Ovejas Sucre.
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4.3 Anélisis microbiolégico.

Del total de muestras evaluadas mediante observacion microscépica con tincion
Wright, se encontré infeccidon en 19 muestras, las cuales presentaron corpusculos
puntiformes en la periferia de la membrana celular de los glébulos rojos (Imagen 8),
base en estos hallazgos se calculé una frecuencia de infeccion con Anaplasma por
este método del 9,74% (n:19/194).

Imagen 4. Observacion de Anaplasma spp. en extendido de sangre periférica a
100X.

Deteccion del material genético de las bacterias de la familia Anaplasmataceae
en poblacién bovina del municipio de Ovejas, Sucre, mediante reaccién en
cadenade la polimerasa (PCR).

4.4 Extraccion y cuantificacion de ADN genémico total.

Con la metodologia de altas concentraciones de sales utilizadas para la extracciéon
de ADN se logr6 obtener valores promedios de concentracion de 154,86 ng/ul, con
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una excelente pureza, puesto que el valor promedio de A260/280 fue de 1,78 (1,6 —
1,91).

4.5. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de la subunidad Ribosomal

pequeia 16S.

A partir del material genético extraido de muestras de sangre periférica se logro
amplificar un fragmento de 347pb de la subunidad ribosomal pequefia empleando
los cebadores EHR16SD & EHR16SR, los cuales son especificos para detectar
géneros de la familia Anaplasmataceae (Imagen 9). La prevalencia de infeccidon
detectada con este marcador molecular fue del 76,41% (n:149/194) de los bovinos

analizados.

M 83 84 8 8 87 88 8 90 91 92 93 94 C+ C-

347pb

Imagen 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los productos del gen que
codifica para la subunidad ribosomal pequefia 16S amplificados por PCR
convencional de la subunidad ribosomal pequefia de 16S. M. Marcador de peso
molecular (M.biotech 100bp DNA Ladder Marker); pozo 2-13 muestras de bovinos
C+. Control positivo ADN de A. marginale; C-. Control negativo, agua ultra pura.

4.6 Andlisis de las secuencias nucleotidicas de la Subunidad Ribosomal
pequefa (16S rRNA).

Una vez obtenidos los electroforegramas de las muestras amplificadas con los
marcadores EHR16SD, EHR16D y HSPB, HSPC fueron usadas para realizar la
busqueda de similitud con las secuencias depositadas en GenBank mediante la
herramienta de Basqueda de Alineamiento Local Blast (Altschul, 1990). El andlisis
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de similitud de las diez secuencias nucleotidicas del gen 16S rRNA mostraron una
identidad de 98%-100% con bacterias del género Anaplasma. Las secuencias
obtenidas en conjunto con secuencias de referencia de distintos miembros
representantes de la familia Anaplasmataceae descargadas de Genbank fueron
alineadas con el programa MATFF (Katoh, 2002). El alineamiento resultante fue
usado para estimar el modelo de sustitucion que mejor se ajusta a la matriz de
secuencias analizadas, y se encontré que modelo de Kimura 2 pardmetros present6
el mejor valor de criterio de informacion Akaico y mejor valor de criterio de
informacion bayesiana; el modelo utilizado en la reconstrucciéon filogenética fue
Maxima Parsimonia. Los analisis filogenéticos realizados indican que la familia
Anaplasmataceae es un taxén polifilético conformado por los géneros Anaplasma,
Ehrlichia, Wolbachia y Neorickettsia. En la Figura 10, se observa que las secuencias
obtenidas en este estudio (BIACSOR16, BIACSOU40, BTACSOU144, BIACSOU24,
BIACSOUS33, BIACSOUG65, BIACSOU174, BIACSOU124) se agrupan con las
secuencias de las especies del género Anaplasma, por tanto, se confirma de este
modo la infeccion con bacterias de este género en la poblaciéon de bovinos del
municipio de Ovejas, Sucre. Tal inferencia es soportada por la topologia del arbol
en la que se puede apreciar que cada clado presenta altos valores de soporte de

rama, lo que es consistente con la taxonomia molecular de esta familia.
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Figura 2. Arbol consenso para la familia Anaplasmataceae, derivado del anélisis de
la secuencia de la region que codifica para el 16S rRNA. La reconstruccion se
realizé con el programa PhyML. El modelo de sustitucion nucleotidica usado en la
reconstruccién fue Kimura 2 parametros, en la estimacion de los soportes de rama
se emplearon 1000 réplicas. Secuencias obtenidas en este estudio: BIACSOR16,
BIACSOU40, BTACSOU144, BIACSOU24, BIACSOU33, BIACSOUSGS5,
BIACSOU174, BIACSOU124. Como grupo externo se usO una secuencia de
Rickettsia rickettsi (DQ150694).

4.7 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del gen que codifica las

proteinas de choque térmico (GroEL)
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En 60 de las 149 muestras positivas en la PCR de la subunidad ribosomal pequefia,
se amplifico un fragmento de aproximadamente 1650 pb empleando los cebadores
HSPB y HSPC, con este dato se obtuvo una prevalencia de infeccién con bacterias
del género Anaplasma del 30,77% (n: 60/149) (Imagen 10).

1650pb

Imagen 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los productos amplificados
por PCR del gen que codifica para proteinas de choque térmico GroEL. M. Marcador
de peso molecular (M.biotech 1kb DNA Ladder Marker); pozo 72-76 muestras de
bovinos C+. Control positivo ADN de A. marginale; C-. Control negativo, agua ultra
pura.

4.8 Andlisis de las secuencias nucleotidicas de genes de proteinas de choque
térmico (GroEL).

El andlisis de similitud con la herramienta Blast de las secuencias de nucleotidos
derivadas de los individuos de estudio, establecié que las 19 muestras muestran
una identidad del 98% al 100% con A. marginale. Las secuencias fueron procesadas
del mismo modo como fue descrito anteriormente, los analisis filogenéticos se
realizaron mediante el método de Maxima Parsimonia, empleando el modelo de
sustitucion de Hasegawa-Kishino-Yano. En la topologia del arbol (imagen 11), se
observa que las secuencias obtenidas en este estudio (BIAMCSOUA44,
BIAMCSOU64, BIAMCSOU65, BIAMCSOU68, BIAMCSOUS57, BIAMCSOUS3,
BIAMCSOUS5, BIAMCSOU158, BIAMCSOU74, BIAMCSOP85, BIAMCSOUS32,
BIAMCSOR1, BIAMCSOU24, BIAMCSOU31, BIAMCSOU69, BIAMCSOUL116,
BIAMCSOU193, BIAMCSOU56, BIAMCSOUG66 ) agrupan con las secuencias de
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esta especie confirmando un clado monofilético, tal inferencia es soportada por la
topologia del arbol en la que se puede apreciar que el clado que corresponde a esta
especie presenta altos valores de soporte de rama, lo que es consistente con la

taxonomia molecular de la misma.
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Figura 3. Arbol consenso para la identificacion de especies del género Anaplasma,
derivado del andlisis filogenético de la secuencia de la regién GroEL, Reconstruido
con el software PhyML. El modelo de sustitucién nucleotidica usado en la
reconstruccion fue Hasegawa-Kishino-Yano, en la estimacion de los soportes de
rama se emplearon 1000 réplicas. Las secuencias obtenidas en este estudio
BIAMCSOU44, BIAMCSOU64, BIAMCSOU65, BIAMCSOU68, BIAMCSOU57,
BIAMCSOU33, BIAMCSOUS55, BIAMCSOU158, BIAMCSOU74, BIAMCSOPS5,
BIAMCSOU32, BIAMCSOR1, BIAMCSOU24, BIAMCSOU31, BIAMCSOUG69,
BIAMCSOU116, BIAMCSOU193, BIAMCSOU56, BIAMCSOU66. Como grupo
externo se us6 una secuencia de Ehrlichia canis (ECU96731)

4.7 Analisis estadistico.
4.7.1 Evaluacion de métodos diagnésticos.

Al contrastar los resultados positivos obtenidos en ambos métodos de diagndsticos
se encontr6 que 19 animales fueron positivos por busqueda microscépica, sin
embargo por el método de Reaccién en Cadena de la Polimerasa se obtuvo un
namero de 60 muestras positivas (muestras positivas con el marcador GroEL)
(Tabla 2).

Tabla 1: Tabla de contingencia de muestras positivas y negativas obtenidas por
diagnéstico microbiologico y PCR-GroEL.

Método Positivos | Negativos
Microbioldgico 19 175
PCR-ARNr 16S 149 45
PCR- GroEL 60 134

De acuerdo a los resultados expuestos en la tabla de contingencia anterior se realizo
una valoracion de concordancia entre ambos métodos diagnodstico empleando el
coeficiente de Kappa, el cual demuestra que entre estos métodos existe un grado
de concordancia pobre (K= 0,152 ) (Tabla 3) segun la escala establecida en 1977
por Landis y Koch (Landis & Koch, 1977).

Tabla 2. indice Kappa de Cohen para los métodos diagnésticos utilizados.
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METOD,O INDICE ERROR 1.C95% FUERZA DE
DIAGNOSTICO DE ESTANDAR CONCORDA
KAPPA NCIA
PCR-ARNr 16S 0,063 0,017 0,031-0,096 A POBRE
PCR- GroEL 0,152 0.065 0.025-0.280 | POBRE

4.7.2 Relacion entre los parametros demogréaficos y la prevalencia de la

infeccién con A. marginale

Para establecer la relacion entre los pardmetros demograficos y la prevalencia de
infeccién con A. marginale, se realiz6 una prueba Chi-cuadrado (X?) en la que se
analizaron las variables explicativas: edad, sexo, raza, presencia de signos clinicos,
vacunacion y medidas de control y prevencion con respecto a la variable respuesta
prevalencia de la infeccion. De acuerdo a los resultados obtenidos se encontré
diferencia estadistica entre la infeccion y la pérdida de peso (X?= 5,0734; P<0,05)
con un 5,6%, igual entre aquellos animales que fueron sometidos a vacunacion con
un 26,28% (X2= 6,6397; P<0,05), no se encontrd diferencia estadistica entre la
prevalencia de la infeccion y las variables explicativas sexo, presencia de vectores,
el uso de bafios periédicos y signos clinicos a excepcion de pérdida de peso (Tabla
4).

Tabla 3. Analisis de relacion entre la frecuencia y la prevalencia de la infeccion
respecto a los parametros demograficos mediante la prueba Chi-cuadrado y Fisher.
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VARIABLES Total
Sexo
M 144
H 51
Presencia de
vectore: Garrapatas 61
Moscas 155

Signos clinicos

M_Palidas 53
Inapetencia 5
Debilidad 2
P_Peso 21
Vacunacion 141

B_Periédicos 172

N° positivos

13

16

O O O N

19

POBLACION BOVINA

Prevalencia

N° positivos

Microbiolégico

6%
3%

4,6%
8,2%

3,6%
0%
0%
3%

5,6%
9,7%

43
17

21

19
2
2
11

51
55

Prevalencia

PCR

22%
8,7%

10,8%
22,6%

9,7%
1%
1%
5,6%

26,2%
28,3%

1C-95%

22,97 - 37,80
21,92 - 47,08

23,71 - 46,98
21,86 - 35,96

24,27 - 49,34
11,60- 77,09
29,02 - 100

32,37-71,66

28,69 - 44,38
25,45 - 39,29

p-value

0,6651

0,4116
0,1269

0,3632
0,6956
0,0945
0,0243

0,0099
0,4679

Por otra parte, para evaluar la relacion entre la raza del animal, los grupos etarios y
la ubicacion de la zona donde fueron tomadas las muestras sanguineas (rural,
periurbano y urbano) con respecto a la prevalencia de la infeccién con A. marginale.,
se realizé una prueba exacta de Fisher; y se encontraron diferencia estadistica en

cuanto a la variable raza (F=0.0048; P< 0.05) y la zona donde se tomaron las

muestras de sangre (rural, periurbana, urbana) (F= 0,01; P< 0.05) (Tabla 5).

46



Tabla 4. Analisis de relacion entre la prevalencia de la infeccion respecto a variables
edad, raza y zona (rural, periurbana, urbana) mediante la prueba de Fisher.

POBLACION BOVINA
VARIABLES N° Total Prevalencia 1C-95% Fisher (p-value)
Microbiolégic PCR

Edad
| 51 4 16 20,26 - 45,09
Il 49 6 16 2115 - 46,68 0,9077
1l 52 6 14 16,67 - 40,35
A% 42 3 14 20,95 - 48,51
Raza
Cebu 165 18 58 28,27-42,71
Parda 12 0 0 0-28,20 0,0048
Cebu/Parda 17 1 2 2,03- 35,59
Zona
Rural 41 4 19 32,05- 61,26
Periurbana 30 0 4 4,70 - 30,30 0,01
Urbana 123 15 47 30,10- 47,04

Teniendo en cuenta la diferencia estadistica encontrada entre la raza y la zona de
ubicacion donde fueron recolectadas las muestras de sangre, se aplicé una prueba
de Fisher ajustada incluida en el paquete fmsb del programa R; en cuanto a la
variable raza se encontrd que existe diferencia estadistica entre la raza parda con
una frecuencia del 0% y cebl con una frecuencia del 35,1%; demostrado con un
valor de p- value de Fisher de 0.028 (Tabla 6). Por su parte en cuanto a las zonas
se encontro diferencia estadistica en aguellos hatos ganaderos situados en la zona
urbana y periurbana del municipio de Ovejas; lo anterior se demuestra con un valor
de p-value de Fisher de 0.026 (Tabla 7).

Tabla 5. Valores de prueba Fischer relacionando la prevalencia de la infeccion con
la raza.

Fisher (P-value)

RAZA Cebu Parda
Parda 0,028 -
Cebu/Parda 0,119 0,498
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Tabla 6. Valores de prueba Fischer relacionando la prevalencia de la infeccion con
la zona.

Fisher (P-value)

ZONA Rural Periurbana
Periurbana 0,536 -
Urbana 0,121 0,026

4. DISCUSION

La anaplasmosis bovina en los dltimos afios se ha caracterizado por la repercusion
econOmica y sanitaria que genera en las diferentes zonas del pais; Las pérdidas
debidas a la anaplasmosis se miden a través de varios parametros: bajo peso,
reduccion de la produccion de leche, aborto, costo de atencion veterinaria y
mortalidad (Kocan, De La Fuente, & Cabezas-Cruz, 2015). En el departamento de
Sucre la ganaderia es considerada de doble propésito (carne y leche), de tipo
extensivo, escasa preparacion tecnolégica, bajo nivel empresarial y de baja
productividad; por lo cual el pequefio y mediano ganadero tradicional maneja su
negocio en forma individual (Aguilera, 2005); lo que hace necesario generar politicas
agrarias claras y precisas que busquen orientar el adecuado desempeiio de este
sector dentro del contexto de sustentabilidad econémica y sostenibilidad ambiental.
De acuerdo a lo anterior, los resultados del presente trabajo de investigacion
aportan informacion sobre el panorama real de la presencia de anaplasmosis en la

poblacion bovina del Municipio de Ovejas, departamento de Sucre.

Es importante resaltar que la vigilancia y el control de la anaplasmosis requieren de
meétodos de diagnodsticos que permitan conocer la prevalencia del microorganismo
en las diferentes zonas ganaderas del pais (Gonzalez et al., 2014). En este sentido
los métodos microbioldgicos directos constituyen la técnica diagndstica de
referencia, sin embargo, requieren de tiempo para preparar y analizar los
extendidos, lo que limita el nUmero de muestras procesadas, adicionalmente, la
sensibilidad y especificidad es variable; s6lo se puede aplicar a animales con

infeccion aguda vy falla para la determinacion de infeccion en animales que se
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encuentran en fase cronica, ya que el nivel de bacteriemia en sangre es muy bajo
como para ser detectado (Noaman & Shayan, 2010); a pesar de tales limitaciones,
esta técnica, ha sido, y sigue siendo empleada rutinariamente en el diagndstico
clinico de laboratorio, como en la vigilancia epidemiolégica de la anaplasmosis
(Herrera et al., 2008). En este sentido, se encontré que la frecuencia de infeccion
de Anaplasma spp. hallada en este estudio fue del 9,74%(n:197194), estos
hallazgos concuerdan con los estudios realizados en la region Caribe Colombina,
en los Departamentos de Cordoba (Ciénaga de Oro, Los Cérdobas, Monteria, P.
Libertador, Planeta Rica, Valencia), Sucre (San Benito Abad) y Antioquia (Arboletes)
donde se registr6 una frecuencia de infeccioén del 27,73% (n:86/310) (Calderon,
Martinez, & Iguaran, 2016). Similarmente en un estudio realizado en el bajo Cauca
y alto de San Jorge reportaron una frecuencia de infeccion de Anaplasma spp. del
61,8% (316/511) en bovinos (Herrera et al., 2008). Estos resultados en conjunto
indican que la regidn Caribe presenta las caracteristicas ambientales, ecolbgicas y
sociales que favorecen los ciclos de transmision vectorial y mecénica de la
enfermedad (Calderdn et al., 2016; Herrera et al., 2008); por tanto, se plantea que
la enfermedad presenta un caracter endémico en la region, que debe ser tenido en
cuenta por los gremios productores, en las politicas de prevenciéon y promocion,
puesto que los microorganismos responsables, asi como sus vectores representan
un problema de salud humana y veterinaria. Por otra parte, la diferencia en cuanto
a la frecuencia de infeccién observada, se pueden atribuir a la sensibilidad de la
técnica en los diferentes estados de la infeccion, probablemente, estas limitaciones
son responsables en parte del subregistro de la infeccion, en las zonas donde se ha

registrado su presencia.

Frente a las limitaciones de los métodos microbiologicos, la implementacion de
métodos diagndsticos basados en biologia molecular como la PCR, han permitido
mejorar la sensibilidad y especificad del diagnéstico (Gonzalez, 2014). En este
sentido, se observé que la frecuencia de infeccion con A. marginale hallada en este
estudio fue del 30,77 % (n:60/194), estos resultados son consistentes con un estudio
realizado en los Departamentos de Antioquia y Cauca en el que se encontré6 una

prevalencia de infeccion de A. marginale del 21,5% (/98464) en bovinos (Jaimes-
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Duefiez, Triana-Chavez, & Mejia-Jaramillo, 2016). Similarmente, en un estudio
realizados en Costa Rica se encontr6 una prevalencia de infeccion del 52,3%
(n:320/156) (Ashuma et al., 2013). Estos valores, confirman que la anaplasmosis
presenta un caracter endémico en Centro Ameérica y el Caribe Colombiano. La
similitud en los valores de la prevalencia encontradas en el actual estudio y el
realizado por Jaimes et al., 2016 (Jaimes-Duefiez et al., 2016) se debe
probablemente a la amplia distribucion y abundancia de R. microplus en las zonas
tropicales y subtropicales de América, donde su presencia también ha sido
documentada en Venezuela, Colombia, al sur de Brasil y Argentina (Estrada-Pefa
et al., 2006).

Al comparar la frecuencia de infeccidn observada por métodos microbiolégicos y por
técnicas de biologia molecular se observé que la PCR fue mas sensible que el
diagnéstico microscopico, en ambos hubo poca concordancia debido a los bajos
valores obtenidos en la prueba de coeficiente de kappa (K=0,152); la falta de
concordancia entre estos métodos diagndsticos, posiblemente se deba a la baja
bacteriemia de los animales persistentemente infectados, que es dificil de detectar
por microscopia (Gale et al., 1996). En estudios similares se ha encontrado que la
prevalencia de infeccién es mas alta cuando se realiza el diagndstico por PCR, ya
gue estas permiten la deteccion de patdogenos durante la fase inicial de la infeccion,

asi como los portadores asintoméaticos (Awad et al., 2011; Jimenez et al., 2013).

Los analisis filogenéticos basados en la regién que codifica para el 16S rRNA, se
encontré que las bacterias que infectan a la los bovinos del municipio de Ovejas,
pertenecen al género Anaplasma. Esta inferencia es soportada por la topologia del
arbol (figura 4) en la que se observa los cuatro clados bien diferenciados, cada uno
correspondiente a un género (Anaplasma, Ehrlichia, Neorickettsia y Wolbachia,) de
la familia Anaplasmataceae, en cada grupo, las especies muestran relaciones
monofiléticas con las de su respectivo género, la topologia de cada uno de estos
grupos es apoyada por altos valores de soporte de rama, los cuales son

consistentes con la propuesta molecular de Lew et al., 2003 (Lew et al., 2003).
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En cuanto a la identificacion de la especie infectante mediante analisis de las
secuencias GroEL (figura 5), se observa que el género Anaplasma es un taxon
parafilético, en el arbol se pueden apreciar seis clados, con sus respectivas
especies, las cuales se agrupan de forma inequivoca y estos agrupamientos, son
respaldados por altos soportes de rama. De acuerdo a lo anterior, las secuencias
obtenidas en bovinos del municipio de Ovejas, Sucre corresponden a A. marginale,
por lo que al menos el 30,77 % (n:60/194), de las infecciones se debian a esta
especie. Estos resultados son consistente con la epidemiologia de la enfermedad,
puesto que esta especie infecta a bovinos principalmente y tiene una alta
distribucién asociada a la de sus vectores, al aumento del transporte de ganado y
por ende la posibilidad de transmision mecanica de los bovinos persistentemente
infectados a bovinos susceptibles (Kocan et al., 2010). La topologia del arbol es
consistente con la que obtenida en estudios realizados por Psaroulaki et al; 2009
(Psaroulaki et al., 2009). Dada la diferencia entre el nUmero de muestras que
amplificaron en la PCR-16S rRNA y la PCR GRoOEL, se plantea que existe la
posibilidad de que en la region circulen otras especies de la familia

Anaplasmataceae.

Relacién entre los pardmetros demograficos de la poblacién bovina y la

prevalencia de infeccion con A. marginale

En cuanto a la relacion entre los parametros demogréaficos de la poblacion bovina
se encontrd que el porcentaje de hembras infectadas es mayor que el de machos
(Tabla 4), sin embargo, el analisis de asociacién realizado con la prueba Chi-
cuadrado, no mostré diferencia estadistica entre la prevalencia de la infeccion en
ambos sexos (X?=0,18741 P>0,05); una observacion similar fue descrita en trabajos
realizados por Awad et al., 2011, Diaz et al., 2003 y Martinez et al., 2015 quienes
observaron que el sexo no se asocia con la presencia de la infeccion en bovinos,
esto indica que tanto machos como hembras tienen la misma probabilidad de
adquirir la bacteria (Awad et al., 2011; Diaz et al., 2003; Martinez et al., 2015). En

cuanto a la relacion entre la edad y la prevalencia de infeccion no se encontré
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diferencia estadistica (F= 0,9077 P>0,05) entre los grupos etarios evaluados; estos
resultados coinciden con un estudio realizado en la Ciudad de Quito, provincia de
Pichincha (Soto, 2010); pese a nuestro hallazgos, en la literatura, algunos autores
sefialan que la infeccion clinica de los bovinos a A. marginale tiende a estar
asociado con la edad, es decir, los bovinos jovenes son mas resistentes a los
efectos desarrollados en la primera etapa de la infeccion por lo que disminuye los
cuadros clinicos de la enfermedad y desarrollan una larga inmunidad (Puglla &
Vicente, 2013).

Por otra parte; en cuanto a las manifestaciones clinicas de la enfermedad, se
encontro que del total de los animales estudiados, el 27,31% (n:53/194) presento al
menos un signo clinico caracteristico de anaplasmosis bovina, los principales signos
clinicos observados fueron, presencia de mucosa palida, pérdida de peso,
inapetencia y debilidad, sin embargo solo se encontré relacion estadistica entre la
pérdida de peso y la prevalencia de la infeccion; posiblemente esta asociacion se
debe a que en la primera etapa de la infeccion A. marginale invade los eritrocitos
del hospedador y se somete a ciclos de replicaciéon en los que las bacterias se
duplican cada 24 horas, dando como resultado una respuesta febril seguida de
anorexia, depresién y debilidad muscular, que conllevan a que el animal no pueda
alimentarse normalmente; lo que podria explicar la pérdida dramética de peso. No
obstante estudios recientes han indicado que la ausencia de signos clinicos se
relaciona con bajos niveles de bacteria en sangre, los cuales no son suficientes para
causar un dafio importante y por lo tanto no se ven reflejados signos clinicos de la

infeccion (Jimenez et al., 2013; Tavares, Nufiez, Rey, & Reyna, 2010).

En cuanto a la relacion entre la presencia de garrapatas y la prevalencia de infeccion
con A. marginale se encontraron 132 especimenes de R. microplus, 111 hembras
(84%) y 21 machos (16%) (Datos no mostrados), aunque esta especie al igual que
los dipteros hematdfagos son los principales vectores de estas bacterias, en el
presente estudio no se observo diferencia estadistica entre la presencia de vectores
(garrapatas y tAbanos) y la infeccién con A. marginale en los bovinos. En contraste,

cuando se evaluo la relacidn entre la prevalencia de la infeccion y la vacunacion,
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se encontro6 diferencia estadistica entre aquellos animales que fueron vacunados en
el programa de sanidad animal, probablemente este resultado se debe a que la
transmision iatrogénica es el segundo mecanismo de transmision, después del
vectorial, durante la toma de muestras se observé que el funcionario encargado de
la vacunacion usa la misma aguja en todos los animales vacunados, estas
inferencias son consistentes con estudio realizado por Reinbold et al., 2010, en el
gue se confirmd que A. marginale puede transmitirse a través de la inyeccion con
una aguja contaminada, en tal trabajo se encontré infeccion en seis animales de los
diez que fueron vacunados secuencialmente con la misma aguja hipodérmica
(Reinbold et al., 2010).

Un afio después de la toma de muestra, cuando se entregaron los resultados del
estudio a los productores, se realiz6 seguimiento de los 194 animales analizados, y
se encontré que 24 bovinos infectados con A. marginale fallecieron. Es importante
resaltar que aunque no se pudo inferir que la causa de muerte de estos animales
haya sido la infeccién por el microorganismo, cabe mencionar que los propietarios
manifestaron que los animales murieron a causa de las condiciones extremas
derivadas de la temporada de sequia, con pérdida de peso, bajas en la produccién
de carne y leche, que en conjunto con la infeccién con A. marginale podrian

contribuir a la muerte del animal.

Con respecto a los aspectos relacionados con la biologia de los animales, se
encontré diferencia estadistica entre la prevalencia de la infeccion y la raza (cebuy
parda), en este sentido, se observé que la prevalencia de la infeccion fue mayor en
los bovinos de la raza cebu con una frecuencia del 35,1%, mientras que la raza
parda se obtuvo una frecuencia del 0%. Estos datos contrastan con los
antecedentes de susceptibilidad de las razas de ganado a la infeccion con A.
marginale, puesto que se tiene conocimiento que la raza Bos indicus (raza cebu),
es considerada una raza resistente a los ectoparasitos, a A. marginale y a otras
infecciones hemopotozoarias, pero que al mismo tiempo pueden actuar como
portadores de la infeccion para bovinos de otras razas como Bos taurus (raza

parda); sin embargo, existe la posibilidad de que estas diferencias observadas en
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nuestro conjunto de datos sean producto de un sesgo, puesto que todas las bovinos

de raza parda provenian de un mismo predio.

En cuanto a la ubicacidon de los predios, respecto al nucleo urbano, se encontro
diferencia estadistica entre la frecuencia de infeccion observada en la zona urbana
con una frecuencia de 38,21% y la zona periurbana con una frecuencia del 13,3%,
a pesar de los resultados estadisticos no se puede asumir con total certeza esta
relacion, puesto que el muestreo al realizarse por conveniencia muestra un
desbalance entre el numero de bovinos y predios de cada zona; pero de forma
independiente, los resultados obtenidos en conjunto indican que existe riesgo de
infeccion por A. marginale en los bovinos de pequefios productores del municipio

de Ovejas.

Los resultados obtenidos en esta investigacion constituyen un aporte importante
gue informa la presencia de la infeccion con A. marginale en el municipio de Ovejas
Sucre, por lo que se espera que este conocimiento permita crear medidas de control
tendientes a mejorar la produccidén ganadera en la zona, incentivando el uso de
mecanismos de prevencion, lo cual podria reducir los costos asociados al manejo
de la enfermedad y a las pérdidas econémicas, ya que el tratamiento por estos
hemoparasitos puede oscilar entre 300.000 y 350.000 pesos, sin contar las perdidas

asociadas a la produccion.

5. CON CLUSIONES

e La infeccion por miembros de la familia Anaplasmataceae se encontrd en el

76,41% de los bovinos analizados pertenecientes al municipio de Ovejas, Sucre.

e EIl 30,73% de los animales evaluados en el municipio de Ovejas presenta

infeccion con A. marginale.
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La infeccion con A. marginale esta relacionada con la pérdida de peso, sin
embargo no se encontro diferencia estadistica en cuanto al sexo, la edad,
presencia de vectores y presencia de signos clinicos de la enfermedad (mucosas

palidas, debilidad e inapetencia)

En ausencia de relacion entre la infeccion con A. marginale y la presencia de
vectores, se plantea que la transmision mecanica realizada accidentalmente en
los programas de vacunacion, puede ser el principal mecanismo de transmision
de las bacterias responsables de la anaplasmosis bovina en el municipio de

Ovejas, Sucre.

6. RECOMENDACIONES

e Con el conocimiento obtenido sobre la prevalencia, distribucion y factores
asociados a la prevalencia de la anaplasmosis bovina, se sugiere a las
entidades y agremiaciones ganaderas que dediquen esfuerzos y recursos
para disefiar, evaluar e implementar programas de control de la enfermedad,

tendientes a reducir los costos generados por esta enfermedad.

e Realizar mediciones del impacto y carga econOmica que esta y otras
hemoparasitosis pueden tener sobre la produccién ganadera, con el fin de

tener datos sélidos que faciliten la toma de decisiones.

e Realizar estudios en otras regiones del Departamento que permitan mejorar
el conocimiento de la distribucion y prevalencia la enfermedad en hatos

ganaderos.
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ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA

Caédigo

Proyecto: Incriminacion de reservorios de Leishmania spp. en un foco urbano de leishmaniasis

cutanea de los Montes de Maria, Costa Caribe Colombiana”

Nombre del jefe de hogar o cdnyuge:

Ocupacion: Tel: # personas/vivienda:
Direccion:
Municipio: Barrio:
Residencia en la zona (afios):  0-3 ] 3-10 [ho-20 ] mas de 20
1. Caracteristicas de la Vivienda
1.1 Materiales de construccion, servicios basicos y sanitarios
e Paredes: Prefabricadas Artesanal Combinados
e Pisos: Tierra Prefabricados Artesanal
Combinados
e Techo: Prefabricados Aﬂsanal Combinados
e Servicios publicos: Agua Gas natural Energia Alcantarillado
Todos Ninguno
e Disposicion de Basuras: Campo abierto Encerradas Queman Empresa
e Disposicidn de excretas: Aire libre Bafio Fosa séptica
1.2 Patios
e Presencia de arbustos: Sl D NO D
e Presencia de arboles: Sl D NO D
e Arboles caidos: s [ no []
e Hojarasca: st [ no [
e Gramineas: Sl |:| NO D
e Suelo: Tierra |:| Pavimento |:|
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1.3 Entorno

e 7Zona boscosa cerca de la vivienda Sl NO

e Distancia de la vivienda a zona boscosa o cultivos (mts): 1-10 10-100 >100

e Con que frecuencia ingresa a estos sitios: Diario  Semanal Mensual No va
2. Conocimiento sobre la enfermedad y el vector

e Conoce la leishmaniasis: Sl NO

e Manifestacion clinica mds conocida: LC LMC LV

e Conoce el tratamiento de la enfermedad: Sl NO

e Insecto que la transmite: Pito Aludo Capotillo Ejen  Mosquito No sabe

e Momento que pica el insecto: MafianaTarde  Noche  Siempre No sabe

e Sitio de la vivienda donde pican: Interior  Peridomicilio ~ Extradomicilio  No sabe

e Los insectos abundan en: Sequia Lluvia Siempre No sabe

e Control de plagas: Insecticidas Toldillos Ventilador

3. Presencia de otros animales domeésticos

e Perros: S| Cudntos:[ ] NO

Cazadores: [ ]

e Gatos: Sl Cuantos:[ ] NO
e Dormitorio de los animales: Intra Peri Extra
e Aves de corral: Sl Cuantas:[ ] NO

4, Animales silvestres

e Avistamiento de animales silvestres: S| NO

e Avistamientos frecuentes: Perezoso Zarigleya

e Presencia de roedores: S| NO

e Losroedores visitan: Intra Peri Extra Ninguno
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5. Datos demograficos y antecedentes de la enfermedad

e Migracion de las personas a lugares enzodticos: Sl NO

e Frecuencia con la que viaja: 0-3 meses 3-12 meses >12meses

e Sijtio donde residia anteriormente:

e (Casos anteriores de leishmaniasis: Sl LC [ INO
LMC[ 1
v [ ]

e Numero de Personas Infectadas: [ ]

e Lugar de infeccion Ocupacion

e Diagndstico Tratamiento

e (Casos bovinos de babesiosis: SI__ NO_ cuantos

e (Casos bovinos de anaplasmosis: SI__ NO ___ cuantos
e Casos bovinos de Tripanosomiasis: SI NO  cuantos

6. Especie bovina

e Razas: Cebu Brahman Holstein Normando Jersey

e Sexo: Macho Hembra Castrado

e Edad: <1 1-6 7-12 13-30 afos

e Fin de zootécnico de explotacién: Carne Leche Doble propdsito
e Condicién corporal: Flacas Moderadas Gordas

e Lugar donde procede o compra el ganado: Ovejas Otro

e \acunanas: , , ,

6.1 Entorno de la especie.

e Areadelafincaorancho: <1 2-5 6-10 >20 hectdreas

e Cuantos metros se encuentra corral de la vivienda : < 1 1-6

e Cuantos metros reposa el animal de la vivienda: < 1 1-6 7-12 mts
e Realiza labor de ordefio: Si No

e Cobertura arbérea presente: Cerca viva Arboles dispersos
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e Donde pasta el ganado en época de sequia (Trashumancia): Bosque Orillas de

carreteras Otros
e Cuanto tiempo lleva esta labor: <1 2-3 4-5 Horas
e Ha observado la presencia del vector (Aludo) en el ganado: Si No

e Sabe quién trasmite la leishmaniasis

e Ha observado la presencia garrapatas en el ganado: Si No

e Sabe que es la babesiosis o ranilla roja Quién la transmite

e Sabe que es la anaplasmosis ranilla blanca Quién la transmite

e Ha observado la presencia moscas o tabanos en el ganado: Si No
e Sabe que es la Tripanosomiasis Quién la transmite

6.2 Estado clinico de la especie

e Presencia de garrapatas , época del afio
e Presencia de moscas época del afio
e Tratamiento: Ivermectina garrapaticidas extractos naturales:

e Regularidad de la aplicaciéon

e Vacunas

e Uso de antibidticos Finalidad medicado ____ criterio propio______
e Presenta lesiones cutdneas: Si N

e Numero de lesiones cutdneas: 1-2 3-4 5-10

e Ubicacion de la lesidn: cabeza orejas cuello patas escroto

e Habia presentado lesiones cutaneas antes: Si No donde

e Que tratamiento aplica

e Presencia de ectoparasitos: Si Orno O
e Numero de partos

e Deshidratacion

e Disminucién de la produccién Fiebre Ictericia hemoglobinurea__
e Hemoglobinemia __ mucosa palida____ taquicardia taquipnea

e Inapetencia____ Pérdidade peso______, debilidad anemia

e Estrefiimiento_ Cdlicos , enteritis (intestino) , laminitis (dermatitis

€ascos) neumonia infertilidad Abortos , Cuantos
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e temblor muscular ataxia (falta de movimiento en los musculos de la panza)
e Frecuencia cardiaca T (110 a 140/min.)(normal 36 a 40)
e Frecuencia respiratoria T (80 a 90/min.)(normal 10 a 30)

e QObservaciones

Encargado de la encuesta:

Anexo 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto: Incriminacion de reservorios de Leishmania spp. en un foco
urbano de leishmaniasis cutdnea de los Montes de Maria, Costa Caribe

Colombiana”
TOMA DE MUESTRA EQUINOS-BOVINOS
Fecha:

Identificaciéon del Animal:

Nombre: N° de Especimenes:
Direccion: Barrio/ vereda:
Municipio:
Yo, propietario de los

animales bovinos/ Equino, certifico que he recibido la informacion concerniente a
los objetivos que persigue el proyecto, los procedimientos, consecuencias y
posibles beneficios que recibiré y autorizo a los investigadores para que tomen

muestras necesarias para el estudio.
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FIRMA.
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Anexo 3. Formato de utilizado para evaluar factores demogréaficos de bovinos

Nombre del proyecto: “Incriminacidn de reservorios de Leishmania spp. en un foco urbano de leishmaniasis cutanea de los Montes de Maria,
Costa Caribe Colombiana” Cédigo: 112956934732

Hemoglobinuri

Edema maligno

Diarrea Viral

Parainfluenza

Zona de estudio Datos Nombre Picaduras por ectoparasitos y dipteros
Localida | Zona | predio | ID Nombre | Edad | Raza | Sexo | #de | Garrapata | EpK | Moscas | EpK | Al | EpK | Productos
d crias Tabano usados para el
control
Datos Vacunas
ID Vacuna mixta Brucela IBR-DVB. Parainfluenz | Matitisy Enterotoxe | Querato Otra cual?
triple Carbunclo | Aftosa a bovina diarreas en mia conjuntivitis
. . Rinotraqueitis . . .
Sintomatico terneros infecciosa bovina
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Signos clinicos

Dato
S
ID | Deshi | Baja Fie | masti | icter | Sang | Muco | Freq | Freq | inape | Perdi | debili | estre | diarre | Colic | Temb | lamin
produc bre refori | sas card | resp dade | dad fli a 0s musc | itis
na palid peso
as
Est reprod Uso de antibidticos Lesiones cutaneas Observaciones
ID Prob infet Usa antib Paraq No. Ubicacion Causa
enfermed Lesiones proble
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Universidad de Sucre

Visible para todos

Anexo 4. Informe de resultados finales

Informe de resultados Proyecto: Busqueda de homoparasitos en poblacién
bovina del municipio de Ovejes, Sucre.

Nombre del propietario del predio:

Cordial y atento saludo.

Mediante la presente agradecemos formalmente, su participaciéon e invaluable
ayuda en el desarrollo de las actividades del Proyecto “Busqueda de
homoparasitos en poblacion bovina del municipio de Ovejes, Sucre”, en este
proyecto, los bovinos fueron evaluados en busqueda de infeccidn con parasitos del
género Babesia y bacterias del género Anaplasma, causantes de la babesiosis y la
anaplasmosis bovina, respectivamente.

Estas enfermedades producen cuadros febriles, los animales pierden el apetito,
pueden separarse del resto, se debilitan, se deprimen y rehlsan a moverse. Las
membranas mucosas se presentan palidas y aumenta la frecuencia respiratoria y
cardiaca. Generalmente, se desarrolla anemia con rapidez, que suele estar
acompafada por hemoglobinuria y hemoglobinemia (hemoglobina y sangre en la
orina). En los casos subagudos puede presentarse ictericia (la parte blanca de los
0jos se torna de color amarillo). También se puede observar diarrea o estrefiimiento
y puede manifestarse un sindrome de insuficiencia respiratoria con disnea (dificultad
respiratoria que se suele traducir en falta de aire) en animales afectados
gravemente. La fiebre puede producir abortos en vacas prefiadas y los toros a veces
presentan una disminucion temporal de la fertilidad.

En total en su predio se analizaron 5 animales, todos fueron positivos para infeccion
con Anaplasma, no se encontro infeccion con parasitos causantes de babesiosis.
La identidad de los animales y los resultados se detallan en la siguiente tabla
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RESULTADOS FINALES

Nombre del
Bovino

Babesia
Spp.

Anaplasma
Spp.

De acuerdo a estos resultados se recomienda:

1. Notificar los resultados del trabajo a la federacién de ganaderos de Sucre
(FEDEGAN) y Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), con el fin de notificar
la presencia de estos patdgenos; solicitar las pruebas de diagnéstico oficial
confirmatoria, con el fin de elaborar, evaluar e implementar medidas de
control tendientes a prevenir la enfermedad (programa de vacunacioén) y

control de los vectores.

2. Solicitar apoyo veterinario para el manejo y tratamiento de animales
infectados y el control de garrapatas.
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