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HEMOPARASITOSIS EN GANADERIA DOBLE PROPOSITO
VENEZOLANA, DIAGNOSTICO Y CONTROL: UNA REVISION!

Rita Tamasaukas®, Leonel Agudo-Castellanos?®, Alba Silva-Ravelo®, Jazmin Florio-Luis?,
Maria Vintimilla-Tamasaukas®, Sergio Rivera-Pirela®

RESUMEN

Hemoparasitosis en ganaderia doble propdsito vene-
zolana, diagndstico y control: Una revisién. Este trabajo
de revision de tesis doctoral incluye resultados de investi-
gaciones realizadas en el periodo 1971 a 2009 sobre cuatro
hemoparasitosis causados por protozoarios y rickettsiales en
Venezuela y otros paises, con énfasis en la infeccién mixta
en rebafos bovinos, y su diagndstico y control. En Vene-
zuela, las afecciones causadas por agentes hemotrépicos
parasitarios estdn distribuidas en todos los estados del paifs
con vocacion ganadera, en especial, en rebafios bovinos y
bufalinos. Entre aquellos encontramos a especies del género
Anaplasma (Anaplasma marginale), Babesia (Babesia bige-
mina y B. bovis), y Trypanosoma (Trypanosoma vivax), con
una frecuencia endémica y con variaciones estacionales.

Palabras claves: Trypanosomosis, Babesiosis, Ana-
plasmosis, trypanotolerancia.

ABSTRACT

Haemoparasitosis in dual purpose livestock, diag-
nosis and control: a review. This review comes from a
doctoral thesis which includes results of research conduc-
ted in Venezuela and the world from 1971 to 2009 about
four types of hemoparasitosis caused by protozoans and
rickettsias, with special attention on mixed infections in
bovine livestock, their diagnosis and control. In Venezuela,
affections caused by hemotropic agents are distributed in all
states with cattle vocation in the country, especially among
bovine and buffaloes herds. Between those we found species
of the generus Anaplasma (Anaplasma marginale), Babesia
(Babesia bigemina and B. bovis), and Trypanosoma (Trypa-
nosoma vivax), which are endemic in the country and show
seasonal variations.

Key words: Trypanosomosis, Babesiosis, Anaplasmo-
sis, trypanotolerance.
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INTRODUCCION

En dos fincas de Doble Propésito (DP) en el Mu-
nicipio de Santa Rita de Manapire del estado Guadrico,
Venezuela, se determind el fendmeno de concomitancia
de los cuatro hemopardsitos, con valores de Anaplasma
marginale de 90% (Frotis delgado de capa blanca colo-
reado, CBC), 85% (Frotis de sangre completa colorea-
do, FSC), y 60% (Inmunofluorescencia indirecta, IFI)
y 65,5% (CBC), 55,5% (FSC) y por IFI 32,5%, en dos
fincas bovinas DP a pesar de la diversidad de unidades
agroecoldgicas identificadas, pricticas de manejo de
las fincas y la misma época de estudio (Tamasaukas et
al. 2000b). Se encontraron valores de serorreactores a
T. vivax por IFI, de 25% y 50%.

El objetivo de esta revision es exponer resultados
de investigaciones realizadas en Venezuela y a nivel
mundial, seleccionadas en un periodo de casi 38 afios,
de 1971 a 2009 de las hemoparasitosis causadas por
protozoarios y rickettsiales.

SITUACION ACTUAL DE LAS
HEMOPARASITOSIS EN VENEZUELA

Anaplasmosis

En Venezuela, la anaplasmosis es una enferme-
dad hemoparasitica bovina, causada por la rickettsia
intraeritrocitica Anaplasma marginale, que ocasiona
anualmente cuantiosas pérdidas econdmicas (Cam-
milli y Caballero 2001). Toro (1990) sefialan una
seroprevalencia por IFI de 69,9% de A. marginale y
de Paranaplasma caudata de 41,6% en fincas bovinas
del Estado Gudrico, de un total promedio nacional de
47,6% y 24,8%, respectivamente, siendo el segundo
estado de mayor seroprevalencia, después del Estado
Zulia, donde report6 valores de 78,7% para A. margi-
nale y 28,0% para P. caudata, respectivamente.

En tanto que, Alfaro et al. (1994a) indicaron una
seroprevalencia general del A. marginale de 49,54%
en un total de 1456 muestras seroldgicas de bovinos
del Municipio Maturin (51,30%) y de 294 prove-
nientes del Municipio Ezequiel Zamora (40,82%) del
estado Monagas, sugiriendo una mayor susceptibilidad
de los animales adultos para contraer la enfermedad,
afectando de manera similar a machos y hembras en
una explotacion (Alfaro et al. 1994b).
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En un estudio en el sector La Pifiata, municipio
La Cafada de Urdaneta, estado Zulia, Venezuela, se
seleccionaron 12 fincas, con una poblacién de 6894
bovinos, evaludndose 174 muestras por medio de la
técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y la
observacion de frotis de capa blanca (Diaz et al. 2003).
Con una prevalencia de 95,4% (IFI); y de 56,9% por
frotis, sin encontrar diferencias significativas con
relacién a la presencia de la rickettsia y el sexo o la
edad de los animales. Todas las fincas mostraron pre-
valencias iguales o mayores a 75%, indicando que la
zona estudiada presenta una condicién de estabilidad
enzodtica para este hemopardsito con bajo riesgo para
la ocurrencia de la enfermedad, siguiendo los concep-
tos emitidos por Carrique et al. (2000) y Guglielmone
(1992); lo cual indica que A. marginale es endémica
en la zona estudiada. La técnica de IFI resulté ser mds
efectiva con relacion a la observacién de frotis de capa
blanca en la deteccion de animales infectados con A.
marginale.

En becerros mantenidos en estabulacion (nacidos
de madres con parasitemias por A. marginale inferiores
al 1% para el momento del nacimiento de los animales
y no habfan sido sometidas recientemente a tratamien-
tos eficaces contra la rickettsia), se observé una pre-
valencia de 100% de A. marginale, con parasitemias
entre 1 y 3% a los 30 dfas de nacidos, a excepcion del
animal mds joven del grupo que presentd parasitemia
de 1% a los 17 dias de edad. No se observo A. mar-
ginale en los extendidos sanguineos evaluados a una
semana de nacidos (Rey et al. 2003). Si se considera
que el periodo pre-patente de la enfermedad es de al
menos tres semanas en animales sin esplenectomizar e
inversamente proporcional al tamafio del in6culo (Ri-
vera 1996, Wanduragala y Ristic 1993), estos animales
pudieron adquirir la infeccion por via transplacentaria.
Se ha determinado experimentalmente que una vaca
afectada por anaplasmosis aguda antes del dia 190 de
la gestacion puede transmitir A. marginale en el ttero
(Zaugg 1985), pero la relevancia de esta transmision a
nivel de campo no ha sido establecida.

La respuesta de anticuerpos contra A. marginale
del aislado Lara, se determind en los sueros de anima-
les de siete y 30 dias de nacidos. En ambos muestreos
se observé que no hubo respuesta significativa de IgM
(p>0,05); sélo el suero de un animal fue débilmente
positivo. Con relacién a la respuesta de IgG en el dia
siete, un 45% de los sueros evaluados presentd valores
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de absorbancia por encima del punto de corte y en
el dia 30, sélo un 31%. No se detectaron diferencias
significativas entre los valores de IgG en los sueros de
ambos muestreos, pero si entre los valores de IgM e
IgG de los sueros obtenidos a los siete dias de nacidos
(p <0,05).

Babesiosis

Sobre Babesiosis Toro (1990) indica para Vene-
zuela, una seroprevalencia por IFI de B. bigemina en
la region llanera de 64,8% y para B. bovis de 55%, con
un promedio general para el Estado Gudrico de 81,8%
para B. bigemina 'y 73,4% para B. bovis.

Trypanosomosis

Trypanosoma (Duttonella) vivax Ziemann (1905),
es el agente causal de una de las mds importantes
formas de trypanosomosis en animales ungulados sil-
vestres y domésticos: bovinos, bufalos, cabras, ovejas,
camellos y ciervos de paises tropicales y subtropicales
de Asia, Africa y América (Sandoval et al. 1996, Ta-
masaukas y Roa 1996).

Los datos mds actualizados, sobre la valoracion
de los anticuerpos para 7. vivax por el método IFI en
bovinos DP (Tamasaukas et al. 2002; 2006), arrojé los
siguientes resultados: una prevalencia relativa general
promedio de 60% (valores absolutos de 56,9% en la
época lluviosa y 45,7% en la época seca) en fincas ubi-
cadas en los Municipios Ortiz y Roscio del estado Gud-
rico. En ambas épocas el mayor niimero de casos fue en
hembras adultas, 37,1% del total de muestras positivas.
El porcentaje de este grupo para época seca fue de
13,7% y 31,5% para época lluviosa y una prevalencia
absoluta de 22%. Se encontraron diferencias estadisti-
cas significativas entre épocas (P>0,05), sin embargo
no se encontraron diferencias significativas entre sexo
y grupos etarios, coincidiendo con los reportados por
Duno (1992) y Tamasaukas (1995a, b, c; 1998).

En el estado Guadrico los estudios conducidos por
Tamasaukas y Roa (1991-1992) han mostrado una
seroprevalencia del agente causal de esta enfermedad
en las regiones centro-sur del oriente del estado de
33,8 % en la época lluviosa y del 3,63 % en la época
seca. En bufalos (Bubalus bubalis), hay muy pocos
reportes sobre esta afeccién parasitaria (Tamasaukas
et al. 2006) aunque Silva y Ddvila (1997), sefialaron la
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importancia de la trypanosomosis en estos animales en
Brasil, reportada desde la década de los 70 en el estado
de Pard y en Pantanal en afios mds recientes. Hay un
creciente interés en Venezuela, Brasil y otros paises
sudamericanos por evaluar al bufalo de agua como
alternativa en la produccion pecuaria tropical (Vale
1994), al respecto, Venezuela posee la segunda pobla-
cién bubalina en América Latina después de Brasil y
en tercer lugar, Argentina. En Latinoamérica las razas
de bufalos en produccion pertenecen mayoritariamente
a las razas Murrah y Jafarabadi (De Bernardi 2004).

Se ha sefialado que cerca de 100 millones de
cabezas de biifalos en América del Sur, Africa y Asia
(incluyendo China), corren el riesgo de enfermar por
causa de trypanosomas (7. evansi y T. vivax) (Peregri-
ne 1994) de allf la importancia de su estudio y para
establecer adecuados métodos integrados de control,
toda vez que en los datos del VI Censo Agricola de
Venezuela (MAC 1998), se indica que la existencia de
biifalos en el estado Gudrico llega a unas 3417 cabe-
zas, representando el 5,8% de la poblacién nacional

La seroprevalencia relativa general promedio de
la trypanosomosis por 7. vivax en bufalos en dos fin-
cas del Municipio Santa Rita de Manapire del estado
Gudrico, fue del 29,5% en las regiones nor-centro y
sur del oriente, con diferencias significativas segtin
la agroecologfa, ubicdndose la mayor seroprevalencia
en la unidad agroecolédgica (UA) E101 (85%) (Tama-
saukas et al. 2006). Del 29,5% de la seroprevalencia
relativa general obtenida en los buifalos, el 75% fue en
hembras y el 25% en machos, y se distribuyé en un
75% en adultos y 25% en jovenes. No evidencidndose
diferencias estadisticas significativas entre los sexos y
los grupos etarios (P < 0,50).

DIAGNOSTICO DE LOS HEMOPARA -
SITOS EN VENEZUELA

Métodos y/o técnicas de diagnéstico para 7. vivax

Los medios mds comunes para detectar infeccio-
nes por 7. vivax incluyen entre otros, métodos sero-
16gicos y parasitoldgicos. Estos tltimos confrontan
como inconveniente principal la baja sensibilidad en
la medida que la infeccion tiende a la cronicidad o la
parasitemia se mantiene en bajos niveles (De Almeida
etal. 1997).
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En Venezuela, en el Gudrico, estado de alta vo-
cacion y dedicacion agricola, la trypanosomosis ha
sido estudiada por mds de catorce afios, encontrandose
distribuida por todos los municipios, con seropreva-
lencia que varian de 33% a 50%, dependiendo de la
zona agroecoldgica y época del afio (Tamasaukas y
Roa 1991-1992, Tamasaukas y Gonzdlez 1994, Tama-
saukas 1992a, b; 1994; 1995a, b, ¢, Tamasaukas et al.
2002; Tamasaukas 2008). Una poblacién mundial en
vias de rdpida urbanizacién exige a la agricultura una
variedad mayor de atributos de calidad, no sélo en lo
que respecta a los productos en si, sino también a los
métodos empleados para producirlos.

En el Perd solo existe un reporte de trypano-
somosis en el afio 1977 que ocurrié en vacas Santa
Gertrudis en Pucallpa, donde el agente causal fue el
Trypanosoma vivax (Calderén y Bazalar 1978). Sin
embargo, considerando que este pardsito junto con
otros hemopardsitos son los causantes del mayor nu-
mero de bajas en el ganado bovino en zonas tropicales
y subtropicales de América Central y del Sur (Quispe
et al. 2003), se disefi6 el presente estudio para evaluar
la prevalencia de Trypanosoma sp. en bovinos aparen-
temente sanos de cuatro distritos (Calleria, Campo-
verde, Masisea y Yarina) de la provincia de Coronel
Portillo, departamento de Ucayali. Esta region estd
calificada como bosque himedo tropical, con una tem-
peratura media de 26 °C y una precipitacion promedio
anual de 2000 mm (Quispe et al. 2003). En este estu-
dio, se hall6 una prevalencia de Trypanosoma vivax en
289 muestras de 22,2 + 4,8% y 5,9 + 2,7% mediante la
técnica de Woo y frotis coloreado, respectivamente. La
diferencia de animales positivos entre ambas pruebas
se debe probablemente a la sensibilidad de las pruebas,
toda vez que la sensibilidad del diagndstico con frotis
delgado es de 10% (Botero 1998), y con la técnica de
Woo se ha demostrado que es superior al 60% (Des-
quesnes 1997).

La técnica de Woo se utilizé bdsicamente para
determinar la prevalencia mientras que la técnica
de frotis tuvo como principal objetivo identificar la
especie de tripanosoma ya que permite una mejor
visualizacion de la estructuras del pardsito. (Quispe
et al. 2003).

Los métodos seroldgicos como el ensayo in-
munoenzimdtico (ELISA) y la inmunofluorescencia
indirecta (IFI) parecieran ser los métodos que han
proporcionado los mejores resultados. Sin embargo,
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sus principales deficiencias son no poder discriminar
entre infecciones recientes y pasadas y no diferenciar
entre reacciones cruzadas con otros patégenos con
los que T. vivax comparte similitud antigénica como
Trypanosoma evansi y 7. theileri (Desquesnes 1997,
Morlais et al. 2001).

Recientemente, las técnicas de biologia mole-
cular, particularmente la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), ha permitido revelar infecciones en
animales sintomdticos o asintomdticos sin parasitemia
detectable (Dirie et al. 1993). Diferentes secuencias
de ADN y ARN han sido disefiadas a partir de aislados
africanos y americanos a fin de obtener mayor sensibi-
lidad y especificidad en el diagndstico. Sin embargo, a
pesar de ello, su uso en diagndsticos de campo ha sido
limitado (Ventura et al. 2001).

En la actualidad, muchos investigadores utilizan
la compatibilidad genética con T. evansi para justificar
el uso de antigeno de este pardsito en la elaboracion
de pruebas diagndsticas (por ejemplo, Ac-ELISA)
para la deteccion de trypanosomosis por 7. vivax (Uz-
canga et al. 2002). Sin embargo, esto pudiera generar
inconvenientes en zonas donde la trypanosomosis por
T. evansi también sea endémica, y atribuir reacciones
positivas observadas a la presencia de 7. evansi en
bovinos en ausencia de 7. vivax, condicién que fuera
reportada por Toro et al. (1980).

En relacion con la prevalencia de la trypanosomosis
bovina por T. vivax en Venezuela, durante la dltima déca-
da se han venido detectando valores de 20,8% al 57,8%
por exdmenes seroldgicos e infecciones activas de 1% a
3,9% por exdmenes parasitolégicos directos (Toro 1990,
Perrone et al. 1991, Tamasaukas et al. 2006).

Se ha registrado la deteccion de infecciones sub-
clinicas o asintomdticas producidas por T. vivax en
bovinos de fincas ganaderas del estado Mérida loca-
lizadas entre el pie de monte andino y la depresién de
la cuenca del Lago de Maracaibo, drea escogida por su
jerarquia de zona ganadera (Bolivar et al. 2006). Para
ello fueron utilizados tres métodos diagndsticos: 1)
Diagndstico parasitoldgico directo mediante el empleo
de microcapilar, examen al fresco y frotis sanguineo
coloreado. 2) PCR como herramienta de la biologfa
molecular, empleando los oligonucledtidos especie-es-
pecificos-TviSL1 y TviSL2- de secuencias 5°GCTC
TCCAATCTTAACCCTA3 'y5°"GTTCCA
GGCGTGCAAACGTC3 ", respectivamente,
siguiendo la metodologia descrita por Ventura et al.
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(2001). 3) Western blot con proteinas citosélicas de las
formas sanguicolas de 7. vivax (Bolivar et al. 2006, en
preparacion). Las pruebas parasitoldgicas revelaron in-
fecciones activas en un 2,8%. La deteccion de pardsitos
circulantes por las técnicas de examen al fresco y frotis
sanguineo coloreado fueron reconocidos morfoldgica-
mente de acuerdo a los criterios de Hoare (1972).

Las infecciones subclinicas o asintomdticas detec-
tadas por métodos parasitoldgicos fueron corroboradas
por PCR en muestra de sangre de ambos animales. En
este caso el producto de amplificacién de PCR, reveld
una banda de 210 pares de bases correspondiente al
fragmento amplificado de la region intergénica del
gen SL de T. vivax. Similarmente, la deteccion de in-
feccidén subclinica por 7. vivax en bovinos fue también
confirmada con la utilizacién de una fraccion proteica
de membrana del pardsito, la cual fue utilizada como
antigeno en una reacciéon de Western blot donde el
anticuerpo primario fue el suero de animales expues-
tos a la infeccion (Bolivar et al. 2006). En este caso
se obtuvo en uno de los dos animales positivos una
banda de aproximadamente 54 kDa. Quizds la razén
de no detectar la misma sefial en el otro animal posi-
tivo, podria deberse a una infeccidn reciente en la que
los niveles de IgG a la cual se asocia el método usado
hayan estado muy bajos en el animal infectado. Du-
rante esta prueba fue comprobada la especificidad de
la reaccion para T. vivax, utilizando suero de animales
con infecciones causadas por Anaplasma marginale,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium paratuberculo-
sis y T. evansi los cuales fueron negativos.

Métodos y/o técnicas de diagndstico para A. mar-
ginale

La identificacién microscépica de A. marginale en
extendidos sanguineos requiere mds de 10 millones de
pardsitos por ml de sangre; concentraciones inferiores
ameritan técnicas con mayor sensibilidad como las de
biologia molecular (Kieser et al. 1990).

La deteccion de A. marginale puede realizarse en
el laboratorio, mediante la revision de frotis sanguineos
utilizando diferentes colorantes comerciales, tales
como Diff Quick Stain, Giemsa y Acridina Naranja,
donde se puede observar un cuerpo denso en la
periferia de los glébulos rojos (Diaz et al. 2003).
Esta técnica permite diagnosticar principalmente los
animales en fase aguda. En el estado de portador es
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dificil la observacion de los organismos en un frotis
sanguineo, por lo que se hace necesario el empleo
de técnicas mds precisas y sensibles, tales como
Fijacion del Complemento, Reaccién en Cadena de
la Polimerasa (PCR), ELISA e Inmunofluorescencia
Indirecta (IFI), entre otras. Esta ultima es una de las
pruebas mds utilizada, por ser econdmica, sencilla,
sistemdtica y ademds por tener una alta sensibilidad y
especificidad.

Existen antigenos marcadores capaces de definir
el curso de la infeccién con A. marginale, tanto duran-
te la fase temprana (aguda) como la tardia de recupe-
racién (convalecencia) de la infeccién (Giardina et al.
2007). Cinco becerros, mestizos, parasitoldgicamente
negativos a A. marginale, fueron esplenectomizados
y experimentalmente infectados con un aislado Zulia
de A. marginale. Los sueros colectados fueron usados
para los ensayos de Inmunotransferencia y el andlisis
de las frecuencias de reconocimiento por inmunoblot.
El reconocimiento de cada molécula mostré que hay
antigenos que reaccionaron con sueros normales o
prepatente, es decir, los antigenos de reaccion cruzada
no especifica. Los antigenos marcadores especificos
son la banda 63 (proteina p65 kDa) para la fase aguda
y las bandas 188; 68 (p70 kDa) y 58 (p60 kDa) para la
fase convaleciente. Los resultados obtenidos demues-
tran también que la banda 18 (p19 kDa o MSP5) es un
marcador especifico de infeccién con Anaplasma.

El ensayo inmunoenzimdtico ELISA se presenta
como una alternativa para el serodiagndstico (Elezalide
y Tavares 2006). En este sentido, asi como en otros
ensayos serodiagndsticos, puede utilizarse un antigeno
crudo, es decir, aquel que contiene una mezcla de los
componentes del organismo a detectar, o un antigeno
con grados de purificacion diversos, que finalmente de-
penderdn de la sensibilidad y especificidad que se desea
conferir al ensayo. Asi como existe una gran variedad
en cuanto al antigeno a utilizar, también la hay en rela-
cién a los conjugados, de lo cual se derivan los diversos
tipos de ELISA que existen actualmente, siendo los mds
utilizados (Pance y Giardina 1990, Abbas et al. 2002):
ELISA directo, ELISA indirecto y ELISA sdndwich.

El desarrollo de pruebas seroldgicas para el
diagndstico de esta hemoparasitosis incentivé a los
investigadores a la identificacién y caracterizacién de
antigenos de A. marginale, por clonacion de genes y
produccidn de proteinas recombinantes para ser usadas
como antigenos en los diferentes ensayos seroldgicos.
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Se ha desarrollado un ELISA competitivo utilizan-
do el anticuerpo monoclonal que reconoce la MSP5 y
la MSP5 recombinante (MSP5r) (Knowles et al.
1996), demostrando que el ELISA utilizando MSP5r
es altamente especifico para el diagndstico seroldgico
de la anaplasmosis en el ganado de los Estados Unidos
y que este ensayo es capaz de detectar animales con
infecciones tempranas o con un largo tiempo de infec-
cién. Finalmente Reyna-Bello ef al. (1998) evaluaron
la proteina de superficie MSP5r como antigeno para
desarrollar un ELISA indirecto para el diagndstico de
la anaplasmosis bovina en Venezuela, encontrando una
prevalencia superior al 50%.

La MSPS es una proteina que tiene epitopes reco-
nocidos por los anticuerpos de la mayoria de los bovi-
nos infectados con A. marginale o A. centrale. Esto es
demostrado por Molloy et al. (1999) quien realizando
un estudio comparativo del ELISA competitivo y la
tarjeta de aglutinacién, detectd anticuerpos tanto de
A. marginale como de A. ovis utilizando la MSP5 re-
combinante. Incluso sueros de ovinos y caprinos con
A. ovis, también reconocen esta proteina. Por esto la
MSPS5, puede ser considerada como herramienta para
el diagnodstico de la anaplasmosis (Palmer y McElwain
1995, Reyna-Bello et al. 1998).

En la especie bufalina, se refiere por ELISA un
37,33% de seropositividad (Bethencourt et al. 2005).
Por su parte, en ovinos venezolanos se encontrd que el
53,1% de animales estdn infectados con Anaplasma sp
(Tavares et al. 2004).

El método usado para la cuantificacién de pardsi-
tos, es una adaptacion del método original de Brener
(1962). Se colocan 5 pl de sangre en un cubre objetos
y sobre la sangre una laminilla cubreobjetos (22 mm
x 22 mm) que se presiona suavemente para permitir
que la muestra se distribuya homogéneamente bajo la
superficie del cubreobjetos. Luego en el microscopio
son observados 100 campos a 40X para determinar
la cantidad de organismos presentes (Oc). (Gonzilez
2006).

La férmula que permite la evaluacién de la para-
sitemia es la siguiente:

Organismos / ml = Oc x Fm x Fd
Donde Oc representa el nimero de organismos

contados, Fm es el factor 6ptico del microscopio y Fd
es el factor de dilucion de la muestra. Fm es un valor
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constante que, por depender de las propiedades de
fabricacién de la dptica del instrumento utilizado, es
diferente para cada microscopio. Para calcularlo, las
magnitudes correspondientes a las dreas del cubreob-
jetos y de un campo microscépico (400X) se dividen.
Considerando que el método original fue disefiado
para 5Smm3 y que en este caso se utilizardn Spl, el va-
lor proveniente del cociente de las dreas se divide entre
0,05 y para que el resultado final se exprese en ml, el
cociente obtenido se divide entre 10.

CONTROL DE LAS HEMOPARASITO-
SIS EN VENEZUELA

Varios autores venezolanos (Alfaro er al. 1994a,
b) concluyen que las condiciones edafoclimdticas y
la alta proliferacién de posibles vectores (especies del
género Tabanus y Stomoxys) ejercen marcado efecto
en la transmisién de la enfermedad hemoparasitaria,
tanto en la anaplasmosis como en la trypanosomosis,
por lo que las condiciones ambientales y la presencia
de vectores deben ser consideradas para establecer pla-
nes estratégicos de control, al igual que lo expusieran
Tamasaukas y Roa (1991-1992). Existe una alta ocu-
rrencia y amplia distribucién de garrapatas, vectores
bioldgicos de estos pardsitos, de la especie Boophilus
microplus, en todo el estado Gudrico (Toro 1990).

Sobre la relacién Babesia spp - Boophilus micro-
plus, Meléndez (1998) sefiald valores de incidencia de
esporoquinetos de Babesia spp. en frotis de hemolinfa
de teleoginas (coloreados con Giemsa) de Boophilus
microplus de 20,1% en una finca y de 6,5% en la
segunda explotacién evaluada en la época seca en el
Municipio Torres del estado Lara, mientras que en la
época lluviosa la incidencia fue mucho menor: 3,43%
y 0,32%, respectivamente, a pesar de no haber corre-
lacion entre las dos épocas.

En Venezuela, Power y Moissant de Romdn
(1991-1992) refieren una alta incidencia de garrapatas
en el estado Gudrico, en especial de Boophilus
microplus (99,8%), ardcnido involucrado directamente
en la transmisién de la babesiosis bovina y también
de la anaplasmosis y en menor grado en la de la
trypanosomosis, lo cual sugiere que, debido a una
alta ocurrencia de garrapatas en las fincas evaluadas
en el presente estudio, los animales estarian mads
predispuestos a brotes agudos de estas hemoparasitosis
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y a la influencia de las condiciones agroecoldgicas y
climdticas de las explotaciones, ya que confirmaron el
hecho de que Boophilus microplus predomina en dreas
de pastizales bajos, tipo alfombra, con poco o ningtin
tipo de arbustos o drboles, tal como se observé en
ambas fincas estudiadas en el trabajo de Tamasaukas
et al. (2000a).

Los tabdnidos (Diptera: Tabanidae) son consi-
derados vectores mecdnicos de mdas de 35 agentes
patégenos que causan enfermedades en los animales
(Foil 1989). Dentro de éstas, la trypanosomosis ha
sido sefialada como una de las causantes de pérdidas
econdmicas en la ganaderia bovina encontrandose esta
enfermedad ampliamente distribuida en el pafs (Tama-
saukas 1992a, b). A pesar de la importancia de los ta-
banidos como transmisores de esta enfermedad, poco
se conoce sobre la ecologia de Tabanidae en Venezuela
y esto se ve reflejado por las escasas publicaciones
referidas a la familia.

Considerando que la probabilidad de transmision
de agentes patdgenos es influenciada por la abundancia
de los vectores, es evidente la necesidad de realizar
estudios sobre el comportamiento de las poblaciones
de tabdnidos durante los diferentes periodos del afio,
para establecer que €poca podria ser la mds importante
en una region en términos de riesgo de transmision
mecdnica por estos insectos. Por ello, se ha estudiado la
estacionalidad y abundancia relativa de las especies de
la familia Tabanidae capturadas en el sector Las Lajas,
municipio Miranda del estado Gudrico (Veldsquez de
Rios et al. 2004), reportaron que, de las 14 especies
colectadas en el presente estudio, dos tuvieron abun-
dancia relativa alta, representando el 74,75 % del total
de captura, de modo que los picos poblacionales obser-
vados representan 7. claripennis 'y T. pungens. En otros
trabajos conducidos en la regién de Pantanal, Brasil
T. claripennis resultd estar dentro de las especies mds
abundantes. Sin embargo, 7. pungens mostré una abun-
dancia relativa baja (Barros 2001, Barros y Foil 1999).
Probablemente las condiciones donde fue realizado el
presente estudio son mds favorables para el desarrollo
de T. pungens que en el Pantanal, Brasil, o que en este
ultimo no corresponda con su centro de abundancia.

Los picos poblacionales de tabanidos observados
a finales del periodo lluvioso indican de modo general,
que esta época podria ser la mds importante en esta
localidad en términos de riesgo de transmision mecd-
nica, donde las especies T. pungens y T. claripennis,
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por ser las mds abundantes, podrian probablemente
estar involucradas en esta transmision. En general, la
alta frecuencia de captura de tabdnidos a finales del
periodo lluvioso asi como la baja frecuencia de captura
en la época seca podria explicar la variacion temporal
de la seroprevalencia de T. vivax en el estado Gudrico
(Tamasaukas y Roa 1991-1992).

En Venezuela, el A. marginale es transmitido
principalmente por garrapatas y otros insectos hemato-
fagos, como moscas tabdnidas (Diaz et al. 2003). Se ha
seflalado que unas 20 especies de garrapatas podrian
estar involucradas en la transmisidn de este organismo
ricketsial. Sin embargo es conveniente indicar que Bo-
ophilus microplus es garrapata de un solo hospedador
por lo que el papel de la misma en la transmisién de
la anaplasmosis bovina, tiene fuertes evidencias en
contra, teniendo menor importancia de la que tradicio-
nalmente se le atribuyo.

La transmisién también puede darse por trans-
fusiones sanguineas con sangre infectada por el uso
de instrumentos quirtrgicos y agujas hipodérmicas
contaminadas, y en algunos casos ha sido reportada la
transmision transplacentaria en el tercer trimestre de
gestacion (Meléndez et al. 1993).

Los bovinos jovenes son considerados mds re-
sistentes a los efectos de una primoinfeccién por A.
marginale, disminuyendo en estos casos los cuadros
clinicos de la enfermedad y desarrollando una larga
inmunidad; sin embargo, se ha reportado que la ana-
plasmosis podria causar problemas graves en terneros
de ciertas regiones en América del Sur.

Todas las razas de bovinos son susceptibles; sin
embargo, el Bos indicus sufre en forma mds leve la
infeccion que el Bos taurus. Estudios realizados en
rebafios con anaplasmosis, permiten describir dos si-
tuaciones epidemioldgicas distintas.

En primer lugar, una condicién de estabilidad
enzodtica donde una gran parte del rebafio desarrolla
inmunidad al agente etioldgico sin presentar enferme-
dad clinica, debido a que mds del 75% de los becerros
son expuestos a una carga suficiente del microorganis-
mo antes de los nueve meses de edad conduciendo al
desarrollo de preinmunidad y seroconversion, garanti-
zando asi un bajo riesgo de enfermedad clinica durante
la edad adulta.

En segundo lugar, puede ocurrir una condicién de
inestabilidad enzodtica cuando un nimero variable de
animales (10-75%) llega a los nueve meses de edad
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sin desarrollar premunicién ni seroconversién, como
consecuencia de una baja exposicién al agente; esta
situacién puede aumentar significativamente el riesgo
de la enfermedad en el rebafio. Por otra parte, en fincas
donde menos del 10% de los becerros son expuestos
al microorganismo antes de los nueve meses de edad,
estos rebafios se convierten en susceptibles, pero con
bajo riesgo a la enfermedad, debido a que la tasa de
inoculacion es insuficiente para infectar a los animales
en su vida posterior.

Anaplasmosis

Segun el estudio de Montenegro-James et al.
(1990), los métodos inmunoprofildcticos usados para
la vacunacién contra la anaplasmosis bovina inclu-
yen:

a) Premunicién con A. marginale o A. centrale
(especie menos virulenta). Con este método se puede
presentar la enfermedad clinica y ocasionalmente
mortalidad a consecuencia del inéculo premunizante.
Ademads, la premunicidn establece un estado de porta-
dor perpetuando el organismo en el ambiente.

b) Vacunacién con una preparacién inactivada
de A. marginale (Anaplaz®, Fort Dodge Laboratories,
Fort Dodge, lowa, EUA), vacuna que contiene restos
de estroma eritrocitario y puede inducir isoeritrdlisis en
becerros que reciben calostro de madres vacunadas.

¢) Uso de una cepa atenuada desarrollada por Ris-
tic (1971) la cual ha sido aplicada en varios paises la-
tinoamericanos donde su utilizacién ha proporcionado
una adaptacion eficaz de ganado joven a los trépicos.
Sin embargo, puede causar severos cuadros clinicos
0 muerte en toros y vacas prefiadas o en lactacidn,
siendo ademds su manejo poco practico, por cuanto
debe mantenerse en nitrégeno liquido para preservar
la viabilidad del inéculo vacunal.

Se ha reportado una contribucién directa y efec-
tiva en la salud de los venezolanos en el aporte de
proteina animal en su dieta diaria al disminuir la mor-
bo-mortalidad de la ganaderia (ANACENT 2007). La
aplicabilidad de esa tecnologia es un valor agregado
en incrementar la eficiencia y productividad en los
ganaderos venezolanos. Utilizando para ello la dis-
tribucion de la vacuna contra la anaplasmosis bovina
de marca comercial Premacent®, la cual es el primer
y unico inmundgeno hecho en Venezuela para la pre-
vencion de esta enfermedad hemotrépica.
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En la respuesta humoral a la vacunacién con in-
mundgeno producido con A. centrale en vacas Jersey
prefiadas, vacunadas, los anticuerpos anti-Anaplasma
fueron detectados al dfa 14 post-vacunacién con un
titulo promedio de 360 (en un rango de 80 — 640) (Me-
1éndez ef al. 2003). Ademds, todas las vacas vacuna-
das mostraron pocos cambios en los valores hemadticos
o en la temperatura corporal, y todas parieron becerros
saludables, por lo que concluyen que la vacunacion de
vacas adultas gestantes, con este inmundgeno de A.
centrale es segura y puede resultar en una inmunidad
cruzada contra A. marginale.

Babesiosis

En Venezuela, se evalud la capacidad de protec-
cién homdloga y heteréloga de un exoantigeno de B.
bovis, cepa venezolana, obtenido mediante cultivo in
vitro en bovinos susceptibles, mestizos Holstein, de 18
meses de edad, que fueron inoculados con exoantigeno
de B. bovis y desafiados con cepas de B. bovis de Ve-
nezuela, Ecuador, Argentina, Colombia y México. El
exoantigeno se administré por via sub-cutdnea, en dos
dosis con intervalo de tres semanas y la proteccion se
midi6 sobre la base de la determinacidn de los siguien-
tes pardmetros fisiopatolégicos: periodo pre-patente,
nivel y duracion de parasitemia, duracion del estado
febril, disminucion del hematocrito, presencia de crio-
fibrinégeno plasmadtico, niveles de anticuerpos homo-
logos y heter6logos séricos especificos y ganancia neta
de peso corporal, post-desafio. Hubo un buen grado
de proteccion frente al desafio con las cepas de Vene-
zuela (homdloga), Ecuador (heterdloga) y Argentina
(heterdloga); sin embargo, la proteccion heterdloga fue
deficiente frente a las cepas de Colombia y México. Se
concluye que el uso de exoantigenos de cultivo como
método inmunoprofildctico constituye una técnica ino-
cua y sencilla para la proteccion de los bovinos contra
la babesiosis (Toro et al. 1988).

Trypanosomosis

Los moderados a altos niveles de infeccion que
se encuentran en Venezuela, puede atribuirse a la
existencia de condiciones que favorecen la presencia y
difusién de esta parasitemia, tales como la pobre con-
dicién corporal de la mayorfa de los animales mues-
treados, el tipo de manejo sanitario deficiente, donde
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por ejemplo se emplea una misma aguja en diferentes
animales, y por tltimo, la imposibilidad de controlar a
los insectos hematdfagos, principales transmisores de
la enfermedad.

Ante la carencia de una vacuna y las desventajas
que presentan los métodos de control hasta ahora co-
nocidos, los estudiosos del tema buscan el control de
la enfermedad, basados en tres aspectos: integracion
con el desarrollo rural, integracion con las medidas de
control de otras enfermedades (brucelosis, leptospiro-
sis, rabia, etc.) y la integracion de varias medidas de
control del vector y la trypanosomosis.

La trypanosomosis ha sido catalogada como la
tercera enfermedad de importancia econémica en Co-
lombia (Camus et al. 1990); en Brasil, se han estimado
pérdidas econdmicas por brotes agudos en la regién
del Pantanal (Desquesnes 1997). Sefialando Miirphy
y Pellé (1997) que, cerca de 44 millones de cabezas
de ganado bovino (30% del ganado que existe en el
continente africano) y un nimero similar de ovinos y
caprinos, corren el riesgo de infectarse con trypano-
somas. En tanto que, Ddvila las estimaron el riesgo
de las pérdidas en produccién de carne y leche, y en
fuerza de traccion, ademds del costo de los programas
de control de la enfermedad, en unos 500 millones de
dolares anuales, debiendo sumarse las pérdidas indi-
rectas, por la disminucién del potencial de produccién
agropecuaria, que aumentan la cifra a 5 mil millones
de ddlares cada afio (Miirphy y Pellé 1997).

El diagnéstico certero y oportuno es clave para
la instauracién de medidas profildcticas y contener el
avance de la enfermedad.

La especificidad de las técnicas de ELISA se re-
fuerza en gran medida por la calidad de los antigenos
y reactivos que se utilicen para su realizacion. Para la
Ac-ELISA, es uno de los requerimientos criticos la ob-
servancia del procedimiento de identificacion y selec-
cién del antigeno (7. vivax) a usar en la sensibilizacion
de la placa; para ello, una herramienta biotecnoldgica
que blinda la produccién de estos antigenos, es la téc-
nica de PCR (Polimerasa Chain Reaction).

La produccion de anticuerpos monoclonales (Ac-
mono), aumenta la especificidad de la técnica de Ac-
ELISA, asi como la de los valores predictivos, toda
vez que se utiliza un antigeno purificado de 7. vivax.

Gran parte de las razas del rebafio bovino del
Oeste del Africa, tales como la N*Dama y Shorthorns
del oeste africano son resistentes a la trypanosomosis
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transmitidas por la mosca tsé-tsé. El término de
trypanotolerancia viene dado porque los animales
son capaces de mantener los valores del hematocrito
y controlar la tasa de crecimiento de la consecuente
infeccion, por lo que considerados los indicadores de
esta condicion, genética y hereditaria (Van Der Waaij
et al. 2003).

La heredabilidad de este caracter de trypanotole-
rancia ha sido bien estudiada en el continente africano,
estableciéndose métodos para la caracterizacion feno-
tipica (determinacion del hematocrito, valores hemati-
cos, transferrinas, grupo sanguineo, entre otros).

La gran variabilidad observada en animales utili-
zados para los sistemas de produccién doble propdsito
en el llano de Venezuela, conlleva a plantearse la inte-
rrogante sobre cudl tipo animal serfa el mds apropiado
para las condiciones agroclimdticas particulares de
cada regién, sobre todo considerando los segmentos
de la poblacion involucrados, que generalmente co-
rresponde a pequefios productores, sin posibilidades
de hacer grandes inversiones en sus unidades de pro-
duccion ni de trabajar con animales de alta produccién,
los cuales son muy exigentes en el uso de insumos
COstosos.

Una seleccion genética para los sistemas de pro-
duccién a pastoreo, obliga a plantearse que dichos
sistemas tienen beneficios adicionales que los eximen
de la necesidad de alcanzar la maxima expresion del
potencial genético animal, y que dicha expresién de-
berd estar dentro de las restricciones que el sistema les
impone (clima, nutricién, manejo, sanidad, entre otros)
(Molinuevo 1997).

Los objetivos de un programa de seleccién deben
dirigirse a mantener el equilibrio entre los caracteres
de importancia econdmica actual y el ajuste de la
poblacién con el medio. Para restablecer el equilibrio
se hace preciso mejorar el suministro de alimento, en
el corto plazo, y en el mediano, recurrir a un potencial
genético que pueda ser totalmente cubierto con el ni-
vel alimentario y sanitario que caracteriza el sistema
(Molinuevo 1998).

Una estrategia de control de la trypanosomosis
que consiste en seleccionar los bovinos por su
tolerancia a los desaffos por 7. vivax, cualidad
estudiada ampliamente en el continente africano por
diversos métodos de observacidn, tipificacién por
valores hematolégicos, modulacién a la infeccidn,
estudios de genética molecular, etc., es de importancia,
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pues aunque no elimina la transmisién del pardsito,
disminuye considerablemente la prevalencia del mismo
en zonas endémicas, lo cual es muy deseable vista las
implicaciones econdmicas de esta hemoparasitosis
sobre la produccion y productividad de los rebaifios
y el bajo costo de implementar esta estrategia
biotecnoldgica (McDermott y Coleman 2001).

La mayor frecuencia de animales positivos a
Trypanosoma vivax se encuentra en animales de razas
importadas, principalmente Holstein, Pardo Suizo, y
otras de razas indicas. Esto puede atribuirse a que son
animales altamente susceptibles y a la pérdida por los
cruces, de la condicién de trypanotolerancia como ha
sido evidenciado en los paises africanos.

En los Llanos Centrales de Venezuela, se identi-
ficé y caracterizé a bovinos trypanotolerantes (TT) y
trypanosusceptibles (TS) a T. vivax con base en marca-
dores fenotipicos: clinicos, parasitoldgicos, hematold-
gicos, seroldgico e inmunoldgico y su asociacion con
el tamafo de los animales. En 790 bovinos (hembras
de dos 6 mas partos y machos), bajo un disefio es-
tratificado aleatorizado, en 20 rebafios en los estados
Apure, Barinas, Cojedes y Gudrico. Se identificaron
85,57% de TT y 14,3% de TS; 45,91 % fueron TT y
7,14% TS en pequefios y medianos y 11,2 % de TT y
2,04% de TS en grandes. Se identificaron tres tipos de
animales: pequefios (41,58%), medianos (26,67%) y
grandes (29,75%). (Agudo et al. 2009).

Con prevalencia de T. vivax de 0,83% en Apure,
8,47% en Aragua, 16,66% en Barinas, 17,5% en Coje-
des y 24,03% en Gudrico, con diferencias estadisticas
significativas (P<0,05). Con seroprevalencia de 85,76%
por Ac-ELISA 'y 62,61% de positividad a complejos in-
munes. Hematocrito promedio de 31,48% asociado sig-
nificativamente con el color de la conjuntiva (P<0,05).
El 35,82% con valores menores o iguales a 10 g/dl de
hemoglobina. Sin asociacién significativa entre preva-
lencia de T. vivax y valores aceptables de hematocrito.

BIOTECNOLOGIAS APLICABLES
AL CONTROL DE LAS HEMOPARASI-

TOSIS

Existe alta variabilidad antigénica del 7. vivax
que conlleva de la misma manera a diferencias en la
patogenicidad de las cepas, por lo que resulta necesario
el desarrollo de estuches diagndsticos para uso local
que demuestren consistencia en los resultados e ir
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a la par de la caracterizacién molecular del pardsito
a fin de establecer los patrones filogenéticos de las
cepas originarias y sus poblaciones, para asi realizar
un seguimiento epidemioldgico consistente de la
enfermedad a nivel local y mundial (Desquesnes 1997).

Las estrategias, pueden ofrecer un futuro muy
promisorio en términos mediatos, es el desarrollo de
los estuches de ELISA (Ag-ELISA y Ac-ELISA) y
su imbricacién con la PCR para la obtencién de los
antigenos puros de calidad de T. vivax.

Los estudios, aunque bien orientados por la evi-
dencia previa de reacciones cruzadas entre 7. vivax y
T. evansi, no han logrado el cometido de obtener resul-
tados satisfactorios por la pérdida en la especificidad
y en la confiabilidad de los valores predictivos de la
ELISA, al usar al T. evansi como fuente de Ag para el
diagndstico del T. vivax en rebafios bovinos. Por ello,
con la caracterizacién biomolecular de las cepas de T.
vivax, por ejemplo, con la PCR y la determinacién de
la variabilidad patogénica en ellas, se avanzaria a pa-
sos agigantados pues podrian establecerse los drboles
filogénicos del T. vivax (Reifenberg et al., 1997) y de-
rivar los estuches de diagndstico con las diversas cepas
actuantes en el ambiente, regionalizadas y bien defini-
das, pues la adopcién de métodos de estadarizacién y
de control estadistico de los procesos, contribuyen a la
generacion de productos de calidad y estabilidad para
su uso masivo.

Los trabajos llevados a cabo sobre la diferencia-
cién genética de los trypanosomas durante su ciclo
de vida, en general orientan hacia la diversidad de
procesos bioldgicos que se llevan a cabo durante este
fenémeno, tales como ciclos de division celular, dife-
renciacién y desarrollo, los cuales son manejados por
cambios en la expresion genética de los pardsitos.

Para estudiar los mecanismos moleculares involu-
crados en el control de la proliferacidn y diferenciacién
de los trypanosomas, Murphy y Pellé (1997) reportan
el uso de una técnica de PCR de expresidn diferencial,
la de amplificacion de secuencias expresadas diferen-
cial y aleatoriamente (RADES: randomly amplified di-
fferentially expressed sequences) para la identificacion
rdpida de genes de trypanosomas y de leishmanias.
Este método es eficaz para utilizar muestras contami-
nadas con materiales del hospedador, siendo aplicable
a todos los quinetoplastideos, y especialmente util para
el estudio de formas intra- como extracelulares, en
los cuales los procedimientos de purificacién son tan
extensos que alteran la expresion genética.
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Se ha logrado evidenciar que, los pardsitos res-
ponden a sefiales del hospedador para controlar su
crecimiento y proliferacion, y a las cuales el pardsito
responde con otras sefiales para establecer y mantener
la infeccion y causar la enfermedad. De alli que, las
formas infectivas (en especies de trypanosomas africa-
nos con fases de su ciclo de vida en vectores bioldgi-
cos), metaciclicas, pero no en division, al pasar al hos-
pedador, entran rdpidamente a diferenciarse hacia las
formas sanguineas en divisidn, en respuesta al cambio
de temperatura y otras sefiales del hospedador.

Las sefiales emanadas de los pardsitos infectantes
previenen que el hospedador desencadene una res-
puesta inmune efectiva para evitar el establecimiento
de la infeccidn, y asi, una vez instaurada la infeccion,
estas formas en divisidn activas, pasan a diferenciarse
a formas no en divisidn, por ello, los pardsitos, aunque
el hospedador pueda controlar en cierto grado el cre-
cimiento y proliferacién de los pardsitos, en muchos
casos no logran controlar o eliminar la infeccién.

Por otra parte, estudios biomoleculares de especies
de trypanosomas africanos, sugieren que los genes de
los pardsitos codifican para productos potencialmente
moduladores del sistema inmune de sus hospedado-
res mamiferos, para secretar moléculas capaces de
mimetizar (interferir) las citoquinas del hospedador.
Al ser seleccionados por trypanotolerancia, se avanza
en el control de una enfermedad que en los llanos ve-
nezolanos es la principal limitante sanitaria, teniendo
prevalencia de hasta un 50% en época de lluvias. Este
caracter se expresa tanto en el macho como en la hem-
bra, por lo tanto el estudio de los marcadores puede rea-
lizarse en ambos sexos. De esta manera, se disminuye
la necesidad de estar aplicando tratamientos con drogas
trypanocidas, pues son altamente téxicas y costosas,
produciendo un animal que en condiciones normales
puede controlar tanto la parasitemia como la anemia,
sin la introduccién de drogas, cuyos productos (leche
y carne) serdn de calidad, al estar libres de drogas,
reduciendo el riesgo en salud publica por presencia de
residuos de éstas en los productos y sub-productos.

Los métodos de caracterizacion genética para trypa-
notolerancia sirven para establecer un programa de se-
leccion y mejoramiento animal, sin tener que utilizar las
conocidas pruebas de progenie que requieren sofisticada
tecnologia y décadas para generar productos tangibles.

Entre los avances en la investigacion para el
diagndstico y control de la trypanosomosis, estin la
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evaluacion de los estuches de ELISA (Ac-ELISA y
Ag-ELISA) para el diagndstico de la trypanosomosis
bovina en tres regiones del llano venezolano (Llanos
Centrales, Orientales y Occidentales) y la evaluacién
de estrategias biotecnoldgicas de genética molecular,
como los marcadores moleculares para la identificacién
de QTL’s en la determinacidn de la trypanotolerancia en
animales DP para su inclusién como hembras y machos
mejoradores del rebafio doble propdsito en los llanos
centrales, estudios derivados de la caracterizacion de los
marcadores fenotipicos (hematicos, clinicos, parasitold-
gicos, bioquimicos, inmunoseroldgicos e identificacién
de tipo animal por caracteres zoométricos).
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