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Abstract

In Colombia all cattle raising areas located in tropical areas of low and medium altitude are considered endemic for
haemoparasites of cattle, but sometimes losses are minimized by the development of immunity and the achievement
of a state of equilibrium in populations. Generally, in the field the use of effective drugs is required as a help in the
control of clinical manifestations associated with the occurrence of these diseases. This study was aimed to validate
the benefit of the use of an anaplasmicid and anti-protozoa product (Ganaplus ®) for the control of clinical events
associated with blood parasites in cattle. The study consisted of a experimental phase based on artificial
inoculation of cattle with Anaplasma marginale, Babesia bigemina and Babesia bovis; and a field phase that evaluated
clinical events in animals raised in endemic areas. In both phases, blood sample collection and measurement of body
temperature were conducted. Complete hemogram, hematocrit, and blood smears for parasite analysis were
performed. Cattle of the experimental phase showed very low parasitemia, with slight changes in hematologic
parameters, but the animals that demonstrated clinical acute states successfully responded to the application of the
compound, restoring their hematologic parameters. The cattle of the field phase showed higher parasitemias, with
clear reductions in the hematocrit and the presence of an acute clinical syndrome, which responded appropriately to
the product application. It was confirmed that the compound tested is a good medicine for the treatment of clinical
disease associated with blood parasites.

*Para citar este articulo: Benavides E, Vizcaino O, Polanco N, Betancur OJ. 2012. Efecto terapéutico de un farmaco frente a los
hemoparasitos del bovino Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma marginale. Rev CES Med Vet Zootec. Vol 7(1):33-48
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Resumen

En Colombia todas las zonas ganaderas localizadas en areas de tropico bajo y trépico medio se consideran regiones
enzodticas para los hemoparasitos del ganado, pero en ocasiones las pérdidas se minimizan por el desarrollo de
inmunidad y el alcance de un estado de equilibrio en las poblaciones. Generalmente, en el campo se requiere de
farmacos eficaces que ayuden a controlar las manifestaciones clinicas que se asocian con la ocurrencia de estos
hemoparasitismos. Esta investigacion buscé validar la bondad del uso de un producto protozoaricida y anaplasmicida
(Ganaplus®) para el control de episodios clinicos asociados con los hemoparasitos del ganado. El estudio consto
de una fase experimental basada en inoculacién artificial de bovinos, con Anaplasma marginale, Babesia bovis y
Babesia bigemina; y una fase de campo que evalu6 episodios clinicos en animales ubicados en zonas endémicas.
En ambas fases se realizo recoleccion de muestras de sangre y medicion de temperatura corporal. Se evaluaron
cuadros hematicos completos, hematocrito y los extendidos sanguineos para analisis parasitologico. Los bovinos
de la fase experimental presentaron parasitemias muy bajas, con leves cambios en los parametros hematologicos,
pero los animales que presentaron cuadros clinicos agudos respondieron de forma satisfactoria a la aplicacion del
compuesto restableciendo sus pardmetros hematoldgicos. Los bovinos de la fase de campo presentaron parasitemias
mayores, con reducciones evidentes en el hematocrito y la presencia de cuadros clinicos agudos, que respondieron
adecuadamente a la aplicacion del producto. Se confirmé que el compuesto evaluado es un buen medicamento para
el tratamiento de cuadros clinicos asociados con enfermedad por hemoparasitos.

Palabras clave

Anaplasmosis, Babesiosis, fiebres de garrapata, diminazeno, tratamiento.

Resumo

Na Coldmbia todas as zonas da pecudria bovina em areas do tropico baixo e tropico médio consideram-se regides
endémicas para os hemoparasitos do gado bovino, mas em ocasides as perdas se minimizem pelo desenvolvimento
de imunidade e o alcance de um estado de equilibrio nas populagdes. Geralmente, no campo requerem-se de firmacos
eficazes que controlem as manifestacdes clinicas que se associam com a ocorréncia destes hemoparasitos. Esta
pesquisa teve como objetivo validar a efetividade do uso de um produto protozoaricida e anaplasmicida (Ganaplus®)
para o controle de episddios clinicos associados com os hemoparasitos bovinos. O estudo teve uma fase experimental
baseada em inoculagdo artificial de bovinos com Anaplasma marginale, Babesia bigemina e Babesia bovis, e
uma fase de campo que avaliou episodios clinicos em animais localizados em zonas endémicas. Nas duas fases
realizou-se a colheita de amostras de sangue ¢ a mensuracao da temperatura corporea. Avaliou-se a hematologia,
hematocrito e esfregagos de sangue para andlise parasitologica. Os bovinos da fase experimental apresentaram
parasitemias baixas, com leves mudancas nos pardmetros hematoldgicos, mas os animais que apresentaram
quadros clinicos agudos responderam satisfatoriamente a aplicagdo do produto, restabelecendo os seus parametros
hematologicos. Os bovinos da fase de campo apresentaram parasitemias maiores, com redugdes evidentes no
hematocrito e a presenca de quadros clinicos agudos, que responderam adequadamente a aplicagdo do produto.
Confirmou-se que o composto avaliado ¢ um bom medicamento para o tratamento de quadros clinicos associados
com a doenga por hemoparasitos.
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Palavras chave

Anaplasmose, Babesiose, diminazeno, tristeza parasitdria, tratamento.

Introduccion

Debido a su ubicacion tropical, Colombia ofrece
condiciones  ambientales  favorables para la
multiplicacion de artrépodos, especialmente
garrapatas y moscas picadoras, los cuales son vectores
importantes de hemoparasitos. En el pais la garrapata
Rhipicephalus (Boophilus) microplus es el principal
vector de los protozoarios Babesia bigemina,
Babesia bovis y la rickettsia Anaplasma marginale®”
2. En el campo estas dolencias son conocidas como
Fiebre de Garrapatasy sellamaranillarojaalaenfermedad
asociada con Babesia bigemina por la produccién de
orina coloreada y ranilla blanca a la enfermedad
asociada con A. marginale. Esta garrapata también se
considera el principal transmisor de 4. marginale en
condiciones del tropico?’; debe destacarse que el vector
mas eficiente para este organismo son las garrapatas’’,
pero también intervienen en la transmision los dipteros

hematofagos’” 3,

En el tropico, la epidemiologia de las fiebres de
garrapata es regulada por el fendmeno de Ila
estabilidad enzodtica®’®/’. En zonas donde existen
tabanos, particularmente valles interandinos y la
costa atlantica existe endemicidad por Trypanosoma
vivax'®, Los signos comunes asociados con enfermedad
hemoparasitaria son fiebre, anemia, disminucién del
apetito, caida en la produccion de leche y pérdida de la
condicion corporal; llegando a la muerte en algunos

animales” ©°.

En el campo ocurren diversas formas clinicas de

enfermedad asociada con  estos  organismos,

pasando por cursos febriles de diverso nivel e
intensidad hasta afecciones cronicas que se acompafan
de enfermedad consuntiva® ’* /Y, Aunque los agentes
etiologicos comparten componentes de transmision por
vectores y cuadros clinicos; los ciclos de desarrollo,
susceptibilidad a farmacos y patogenicidad son diferentes,
porloqueeldiagndstico diferencial esimprescindible para

alcanzar un adecuado control en el mediano y largo plazo.

Sin  embargo, debido a las  dificultades
inherentes al diagndstico, este generalmente no se
realizabajo lamayoriade situaciones de campo sino que se
recurre a mezclas de farmacos especificos para
disminuir el sufrimiento y afeccion de los animales’® 7,

El producto Ganaplus® de Novartis de Colombia es
uno de los medicamentos veterinarios de mayor uso
en el pais para atender la problematica de enfermedad
clinica asociada a los hemoparasitismos del ganado.
Consta de una combinacion de un farmaco bacteriostatico
(Oxitetraciclina, 70 mg/ml) y uno protozoaricida
(4,4’-diaceturato de
Diminazene, 35 mg/ml). En el campo se recomienda

diazoamino dibenzamidina=
su aplicacion para el tratamiento de la anaplasmosis,
babesiosis y tripanosomosis del ganado (a una
dosis de 1 ml/10 kg, via intramuscular, atendiendo las
del Este

recomienda uso en

recomendaciones laboratorio). tipo de
para campo

cuando su diagnostico diferencial no es posible, porque le

farmaco se

proporciona al profesional un amplio espectro de
accion y seguridad terapéutica mientras se logra el
diagnostico definitivo’’. Esta investigacion se disefid
con el fin de aportar informacion cientificamente valida
relacionada con el efecto benéfico de la aplicacion de
este producto, tanto en animales experimentalmente
infectados, como en bovinos afectados por enfermedad
clinica compatible con hemoparasitismos, bajo diversas
condiciones de campo en el territorio colombiano.

Materiales y métodos

El objetivo del estudio fue confirmar los beneficios del
uso del farmaco, tanto en forma experimental como
bajo situaciones de ocurrencia clinica en campo. En la
fase experimental se inocularon bovinos jovenes con
organismos vivos contenidos en una vacuna comercial
disponible en el territorio colombiano y se trataron a
medida desarrollaba  la

que  se afeccion

hemoparasitaria consecuente. La fase de campo

consisti6 en realizar tratamiento, diagnodstico y
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seguimiento hematologico a grupos de bovinos que en
campo presentaban afeccion clinica compatible con
la presencia de hemopardasitos en diversas fincas en el
territorio colombiano.

Fase experimental

Se inocularon via subcutdnea en el cuello 19
bovinos menores a un afio de edad, que no tuvieron
exposicion previa a garrapatas. Los animales procedian
del municipio de Subachoque ubicado a 2663 msnm,
donde el propietario asegur6 que los animales no
habian presentado infestacion por garrapatas. Ellos
fueron mantenidos en condiciones de pastoreo en un
predio cerca a Cota (Cundinamarca). Los animales
fueron distribuidos aleatoriamente, en cuatro grupos
de acuerdo al organismo inoculado (B. bigemina, B.
bovis 'y A. marginale) y un grupo inoculado de
forma trivalente; utilizando una cantidad de organismos
a una dosis que se consider6 causaria un cuadro clinico
moderado en los animales utilizando inoculos de

conocida patogenicidad* %,

Se utilizaron los in6culos de los tres organismos
contenidos en la vacuna comercial (Anabasan ®,
los cuales se
son

Laboratorios Limor de Colombia),
conservan en nitrogeno liquido y
descongelados de forma rapida justo al momento de
la inoculaciéon. La vacuna contiene organismos

origen

colombiano y que han sido extensivamente trabajados por

moderadamente atenuados®?/, de

investigadores en el pais??**. Ya se ha establecido

experimentalmente4 que a la dosis recomendada por
el laboratorio productor (1x107 organismos para cada
patdégeno) se produce una infeccion leve en los
animales con ligero aumento de la temperatura. Para
los efectos de este estudio y con el fin de producir una
infeccion algo mds severa pero que no pusiese en riesgo
la vida de los animales, o que se generara sufrimiento
innecesario, se decidié ajustar la dosis de desafio a
ocho veces la dosis vacunal, cuando se trataba del
in6éculo monovalente, y cinco veces la dosis vacunal,
cuando se utilizaron los tres organismos?*. De esta forma,
se contd con grupos inoculados con los patogenos de
forma monovalente, para los cuales se utilizaron dosis de
8x107 organismos via subcutanea y un cuarto grupo que
recibid los tres organismos (indculo trivalente), en este
caso la dosis fue de 5x107 organismos para cada inoculo.

Para evidenciar el beneficio del tratamiento de los
animales, se consider6 que dos bovinos de cada grupo
recibirian tratamiento temprano luego de la deteccion de
la fiebre o de la presencia del parasito en los extendidos
sanguineos asociado con cuadro clinico evidente,
mientras  los  restantes animales del  grupo
recibirian el tratamiento tres a cinco dias después
dependiendo de la evolucion del cuadro clinico
(Tabla 1); este cronograma se elabord con base en el
grupo periodos de
prepatencia para cada una de estas cepas” “. El
tratamiento se aplicd via intramuscular (1 ml/10 kg) en
la tabla del cuello, atendiendo las recomendaciones de la

conocimiento del sobre los

casa farmacéutica que distribuye el producto.

Tabla 1. Cronograma previsto para el muestreo de los bovinos experimentales del estudio del efecto

terapéutico del farmaco evaluado.

Dias de visita y niimero de muestras de sangre por animal previsto ()

Grupo Semana experimental
exper l
(Prepatencia
esperada) -1 1 2 3 4 5 6
GRI: Babesia  _5.3 .1 0,2,4,6 89, 10,11, 14,17,20 22,25 27
bigemina 3) ) 12,13 3) 3)
(8 dias) (6)
GR2: Babesia
hovis 25,3, 0,2,4,6 810,12,13 14,17,20 22,2527
(12 dias) 3) 4 ) 3) 3)
GR3: Anapl 14,1516,  22,24,25 28 30, 36,38,
margingle - -5.-3,-1 0,246 810,12 17,1819, 2627 32,34 40
(24 dias) 3) 4) 3) (271j o) “) 3)
g 21,22, 23,
GR: Indeulo 5 3 1 02,46 810,12,13 141618 555" 2530 3638
; 3) ) “ 20 27 : 40
(8 dias) (4) 7 4) 3)
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Fase de campo

Consistid6 en realizar seguimiento y tratamiento
de animales que desarrollaran enfermedad clinica
consecuente a infeccion natural de campo por
hemoparasitos, determinando pardmetros hematologicos
y parasitologicos en el momento del tratamiento y a
varios tiempos post tratamiento. Para esta fase se conto
con animales de dos sitios del pais, a saber: Valle del

Cauca (Tulua) y Monteria (Cérdoba).
Andlisis hematologicos y parasitologicos

Muestras de sangre completa con anticoagulante (EDTA)
se recolectaron de los animales bien del experimento
o de la fase de campo a diversos tiempos del proceso,
para ser sometidas a analisis hematologico completo
(hematocrito, hemoglobina, recuento total y diferencial
de leucocitos, eritrocitos y plaquetas) y preparacion
de extendidos sanguineos tefiidos con Giemsa para
la busqueda y cuantificacion de hemoparasitos. Una
vez recolectadas las muestras fueron refrigeradas
y enviadas inmediatamente al laboratorio para su
proceso. Se prepararon curvas de fluctuacion de los
diversos parametros en el tiempo (pre-tratamiento y
pos-tratamiento) para evidenciar el beneficio del uso del
farmaco. Se consideré como efecto benéfico la cesacion
de los signos clinicos, la disminucién de los niveles de
parasitemia y la mejora en los parametros hematologicos.

En dias criticos (Tabla 1) se prepararon directamente
en campo frotis sanguineos a partir de sangre capilar.
En cada extendido se examinaron al menos 50 campos
microscopicos indicando como resultado el numero
de globulos rojos parasitados (GRP) con cada tipo de
organismo. Cuando las parasitemias fueron apreciables,
se obtuvo el porcentaje de parasitemia examinando 20
campos, basado en el recuento total de eritrocitos y del
niumero de GRP presente en cada campo’. La ecuacion
empleada para determinar las parasitemias fue la
siguiente:

2. GRP 20 campos

x 100
Y eritrocitos 20 campos

09 Parasitemia =

Etica y bienestar animal

La
asegurar el minimo

investigacion siguid estrictos protocolos para
sufrimiento durante trabajos
experimentales o de campo segun lo estipulado por
comités de expertos en el area’. Atendiendo
instrucciones de Novartis Animal Health, se llenaron
las formas correspondientes al documento interno de
la compaiiia “Protocol Review for AW Compliance”
(version May 2006), que incluyeron entre otros: registro
clinico individual por animal, detalles de aplicacion de
farmacos, resgistros de temperatura y parametros
hematologicos por animal y por grupo. El coautor
de este documento representante de Novartis, actud
durante todo el transcurso del trabajo como auditor en el
cumplimiento de dichos protocolos.

Analisis estadistico

En la fase experimental, para cada individuo y para
cada grupo experimental se construyeron curvas de
fluctuacién temporal de los valores hematologicos
y de los niveles de parasitemia, las que se expresaron
en forma de gréficas, utilizando las herramientas de
Excel (Microsoft Excel 2007%). Con los parametros
cuantitativos, particularmente el hematocrito, se
realizaron andlisis de estadistica descriptiva. Se
hicieron pruebas t parecadas comparando el valor pre
inoculacion con el nivel del parametro en cada fecha post
mmoculacion. Adicionalmente, se hicieron analisis de
varianza para cada uno de los parametros recolectados,
seguidos de la respectiva prueba de Bonferroni. Para los
analisis se contd con la ayuda del programa estadistico
XLSTAT 4.424.

Resultados y discusion

Las actividades del experimento de inoculacién en
Cota se realizaron en el segundo semestre de 2009,
las muestras de casos de campo se recibieron de
diversas sedes en el segundo semestre de 2008 y el
transcurso del 2009. Los resultados se discriminan
acorde con la fase experimental o de campo. Cada grupo
experimental fue sometido a examen clinico,
registro de temperatura corporal y recoleccion de muestra

sanguinea a diversos tiempos (Tabla 1) post inoculacion
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(p.1.), acorde alperiodo de prepatencia conocido para
cada organismo?.

Fase experimental

Atendiendo consideraciones de bienestar animal,
el inoculo utilizado (8x107 organismos de forma
monovalente y 5x107 organismos en el indculo
trivalente) buscaba que los animales desarrollasen
parasitemia franca y enfermedad clinica moderada*?,
para evitar sufrimiento innecesario y ain muerte de
los animales. Sin embargo, los animales desarrollaron
muy leves afecciones clinicas, acompanadas de bajas
parasitemias; lo que dificultdé la evaluacion de la
eficaciadelcompuesto,perosegandapreciableinformacion
sobre el comportamiento de los organismos en los
animales, confirmando los periodos de
prepatencia establecidos para cada organismo?, la

forma como los piroplasmas desaparecen de los

extendidos de sangre venosa rapidamente luego de
los accesos febriles iniciales’ y el efecto insidioso de
las rickettsemias por A. marginale’’, lo que es valioso
soporte para el uso apropiado del farmaco en el campo.
Para cada animal se construyeron curvas de fluctuacion
en el tiempo, tanto para los parametros hematolégicos,
como para los parasitologicos. A manera de ejemplo, las
figuras 1 y 2 presentan respectivamente las curvas de
la hematologia para el animal N° 56 inoculado con B.
bovis y del bovino N° 45 que recibid inoculo trivalente.
Las tablas 2 a 4 resumen la situacion encontrada para los
lente. En el transcurso del estudio ningin animal sufrid
enfermedad severa y se siguieron criterios de bienestar
animal, buen cuidado, alimentacion y manejo. Desde
el inicio al final del estudio, la ganancia de peso de los
animales fue de 400 g/dia en promedio, lo que indica que
fueron mantenidos bajo buenas condiciones de manejo.
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Figura 1. Fluctuacion de la temperatura y parametros hematologicos del ternero N°56 inoculado con Babesia bovis.

La flecha indica el dia de aplicacion del tratamiento. Fase experimental, Cota.
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Figura 2. Efectos en la temperatura y pardmetros hematologicos en el bovino N°45 inoculado de

forma trivalente. La flecha indica el dia de aplicacion del

tratamiento Fase experimental, Cota
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En el grupo inoculado con B. bigemina se observo
parasitemia en todos los animales, pero con bajos
niveles (Tabla 2), luego de once dias de la inoculacion,
lo que corresponde a la prepatencia conocida para

este organismo’. Normalmente las parasitemias por B.
hematocrito y el recuento de eritrocitos, logrando

recuperacion clinicay hematologica luego delaaplicacion
del producto evaluado. Los efectos del tratamiento sobre
los diferentes parametros tuvieron claras tendencias de
retorno a los valores iniciales (normales) mostrando la
bondad del uso de los farmacos presentes en el producto.

Los animales inoculados con B. bovis presentaron
parasitemias pero amuy bajos niveles desde el dia 12 hasta
el 18 post inoculacion. Al examinar el comportamiento

bigemina son mas altas que las presentadas por B. bovis”.
Los valores hematologicos tuvieron un comportamiento
fluctuante pero dentro de los valores normales, sin
embargo dos animales especificamente (Bov55 y Bov58)

presentaron los mayores descensos en los valores del
individual, se destacO el marcado beneficio del
tratamiento en dos de los cuatro animales (Tabla 3),
debido a que presentaron descensos importantes en los
valores del hematocrito y los eritrocitos, alcanzando en
el animal (Bov56) un descenso del 23% del valor inicial
del hematocrito, lo que correspondié a un hematocrito
de 23%. Por su parte, luego de la aplicacion del
tratamiento hubo una respuesta satisfactoria recuperando

los wvalores normales en todos los parametros.
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Tabla 2. Descripcion de los componentes de la evolucion de parasitemia y aplicacion de

tratamiento en los bovinos del grupo experimental inoculado con Babesia bigemina en la sede de Cota.

(GRP/50c=Globulos rojos parasitados /50 campos).

Maxima

. Tiempo a la L. Efecto del Tiempo de
. Prepatencia L. parasitemia . Lo,
Animal ” mdxima GRP/50 tratamiento aplicacion del
(dias) parasitemia (! <) en HCT tratamiento
Venosa Capilar

Bov 42 12 12 2 3 No efecto 20

Bov 49 12 13 5 2 No efecto 20

Bov 51 11 11,13 - 1 No efecto 20

Bov 54 11 11,12 1 2 No efecto 15

Bov 55 13 13 2 4 Alza 20

Bov 58 11 11-13 - 1 Alza 20

Tabla 3. Evolucion de la parasitemia y aplicacion de tratamiento en los
bovinos del grupo experimental inoculado con Babesia bovis en la sede
de Cota. (GRP/50c=Glébulos rojos parasitados /50 campos).
. Maxima .
. Tiempo a la L Efecto del Tiempo de
. Prepatencia .. parasitemia . L
Animal dias) mdxima (GRP/50¢) tratamiento aplicacion del
(dias parasitemia < en HCT tratamiento
Venosa | Capilar

Bov 41 15 15 2 - Alza 28
Bov 44 12 12 - 1 No efecto 28
Bov 47 12 13, 20 3 1 Alza 24
Bov 56 18 18 - Alza 24

Las inoculaciones realizadas con la rickettsia A.
marginale en cinco bovinos, condujeron a la presencia
de organismos en extendidos sanguineos en solo tres
de ellos. Estos fueron observados después de 18 dias
de realizada la inoculacion (Tabla 4). Las rickettsemias

fueron reducidas, siendo este grupo el que presento

cuadros clinicos méas moderados. Sin embargo, en los
animales que no se les observaron organismos en los
analisis sanguineos parametros hematicos
se afectaron levemente. Posterior al tratamiento no

algunos

se observaron organismos en sangre y los valores
hematologicos retornaron a la normalidad.

Tabla 4. Relacion de la evolucion de la parasitemia y aplicacion del tratamiento en los

animales del grupo experimental Anaplasma marginale en la sede de Cota.

(GRP/50c=Glébulos rojos parasitados /50 campos).

. Tiempo a la Max'lma' Efecto del Tiempo de
. Prepatencia .. parasitemia . Lo
Animal (dias) mdxima (GRP/50¢) tratamiento aplicacion del
parasitemia en HCT tratamiento
Venosa | Capilar
Bov 41 15 15 2 - Alza 28
Bov 44 12 12 - 1 No efecto 28
Bov 47 12 13,20 3 1 Alza 24
Bov 56 18 18 - Alza 24

[+]
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En resumen, el periodo de prepatencia para B. bigemina
fluctuo entre 11-13 dias, las parasitemias fueron bajas, el
cuadro clinico fue moderado y en dos de cinco animales
el hematocrito tendi6 al alza luego del tratamiento. En
el caso de B. bovis el periodo de prepatencia oscilo
entre 12-18 dias, el efecto clinico fue mas marcado
y tres de cuatro animales mostraron tendencia al alza
del hematocrito luego del tratamiento. Para el grupo
inoculado con A. marginale s6lo en tres animales se
demostraron organismos en los frotis sanguineos y los
periodos de prepatencia fluctuaron entre 18-34 dias.
Practicamente no hubo afeccion clinica en este grupo.
En tres de cinco animales los valores hematologicos
tendieron a la normalidad luego del tratamiento.

El grupo con inoculacion trivalente presentd parasitemia
en todos los individuos y estas fueron observadas de
acuerdo con los periodos de prepatencia conocidos
para cada organismo. Dos animales tuvieron cuadros
clinicos agudos pero solo uno especificamente (Bov45)
presentd un cuadro clinico muy intenso (Figura 2,
Tabla 5). Este tltimo animal tuvo temperatura superior
a 40 °C y una reduccion del hematocrito de 36%, con
respecto al valor pre inoculacion llegando hasta un
nivel critico del hematocrito de 16% y un recuento muy
bajo de plaquetas. Se aplico el compuesto evaluado y
la temperatura al otro dia ya estaba restablecida y los
valores hematoldgicos iniciaron la tendencia al alza.

Tabla 5. Resumen del comportamiento del grupo inoculado experimentalmente

con inoculo Trivalente en la sede de Cota.

Prepatencia Tiempo a la Miaxima Efecto del Tiempo de
Animal gl fas) mdxima parasitemia tratamiento aplicacion del Fiebre
parasitemia (GRP/50c¢) en HCT tratamiento
Bov 45 4 14 15 Alza Alza Si
Bov 46 2 12, 14 44 Alza No efecto No
Bov 50 6 12 20 No efecto Alza No
Bov 53 2 18, 28, 31 44 No efecto Baja No

El comportamiento hematoldgico y parasitologico del
grupo que recibid inéculo trivalente es mas complejo de
describir pues los animales desarrollaron parasitemias
para cada organismo acorde con su periodo de prepatencia
esperado, pero la afeccion clinica consecuente fue
moderada y los tratamientos se aplicaron a diferentes
tiempos (Tabla 5). En dos de cuatro animales el
hematocrito tendi6 al alza luego del tratamiento. La figura
3 resume el comportamiento del hematocrito promedio en
los cuatro grupos experimentales. Luego del tratamiento
este parametro tuvo propension al incremento en todos
estos grupos.

La determinacién de la eficacia de cualquier compuesto
parasiticida tradicionalmente se basa en la comparacion
de parametros biologicos entre grupos tratados y otros
no tratados, esquema experimental que no es compatible
con lo planteado en este experimento donde se esperaba
el desarrollo de enfermedad clinica luego de inoculacion
experimental, comparando el efecto benéfico del
tratamiento temprano o tardio de los animales. Gracias
al conocimiento del grupo de investigacion sobre el
comportamiento de las cepas utilizadas como inoculo y
respaldado por mas de 100.000 vacunas aplicadas en el
territorio nacional’, en el disefo original del experimento,
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cuando se esperaba que los animales desarrollasen un
cuadro clinico patente; se consider6 aplicar un tratamiento
temprano o tardio de algunos animales seleccionados
aleatoriamente.
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Figura 3. Promedio de los valores de hematocrito en los
cuatro grupos de bovinos de la fase experimental,
Cota.

Esta observacion no se pudo realizar debido al insidioso
desarrollo de las parasitemias (incluidas las rickettsemias)
y al moderado efecto clinico observado. De modo
que la valoracion del efecto benéfico del tratamiento
con Ganaplus® debid basarse en la evaluacion de los
parametros hematologicos y parasitologicos antes y
después del tratamiento. Entonces, mas que eficacia, este
estudio pretendia demostrar el beneficio clinico del uso
del producto.

En la evolucion clinica de los hemoparasitos es
caracteristico que luego de una parasitemia inicial, los

organismos tienden a desaparecer de la sangre periférica
lo que complica el diagnostico’®. En esa fase luego del
contacto inicial, el animal bien puede tornarse en un
portador, siendo aparentemente sano o puede iniciar una
fase cronica de la enfermedad con efectos insidiosos y no
siempre claramente diferenciables de otras patologias”®.
De forma que para la evaluacion de compuestos
hemoparasiticidas, son preferibles situaciones donde la
parasitemia sea evidente, lo cual no es siempre facil de
encontrar en condiciones de campo de los sistemas de

produccion imperantes en las diversas regiones ganaderas
del pais, de ahi la necesidad del abordaje experimental.

En décadas pasadas, este tipo de investigaciones utilizaba
animales esplenectomizados o mayores indculos de los
organismos, lo que garantizaba la ocurrencia de francas
parasitemias, pero a su vez colocaba en riesgo la vida
del animal®*#. Dadas las consideraciones de bienestar
animal®, se decidi6 en este estudio no utilizar altos
inoculos, en espera de que el cuadro clinico desarrollado
fuese suficiente para evaluar el beneficio del uso del
farmaco.

En los animales de los diversos grupos experimentales
en la sede de Cota se observaron parasitos en la sangre,
pero el cuadro clinico asociado fue leve. Se demostrd
parasitemia o rickettsemia patente en la mayoria de
animales, lo que indica que la infeccion experimental si
tuvo lugar, pero la afeccion clinica desarrolladay lamisma
parasitemia fueron mas moderadas de lo esperado. Esto
pudo ser debido a tres situaciones: Indculo insuficiente®,
variabilidad individual con algunos animales presentando
menor susceptibilidad”’’ o inmunidad adquirida por
exposicion previa” 16 77,

Seglin lo declarado por el anterior propietario de los
animales, estos no habian sido previamente expuestos a
garrapatas y en la region de Subachoque no se conoce
que sea endémica para la presentacion de este parasito.
La vacuna utilizada ha demostrado su efectividad a las
dosis sugeridas’ y se consideré que multiplicando su
dosis se alcanzaria un efecto patdégeno evidente, pero
algunos pocos animales si desarrollaron el cuadro clinico
esperado lo que evidencia la variabilidad individual.

En bovinos, los casos clinicos por hemoparasitos pueden
presentarse; cuando los animales son muy susceptibles
(no expuestos previamente a artroOpodos vectores que
transmiten rickettsias y protozoarios) o cuando son
afectados por factores inmunodepresivos que inhiben
la accion del sistema inmunoldgico’” ?°. También,
cuando las cepas de Anaplasma spp. y Babesia spp. que
los afectan en ese momento son muy patdgenas, son
heterogéneas (heterdlogas) con respecto a las cepas hacia
las cuales poseen inmunidad o son inoculadas natural o
artificialmente en dosis mayores a 1x108 organismos en
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animales con una edad superior a los nueve meses de
edad”* 77 1 20, Esta complejidad debe tenerse en cuenta
cuando se pretende evaluar el efecto de una intervencion
farmacoldgica para mejorar la condicion de los animales.

En esta investigacion se utilizo un grupo relativamente
homogéneo de animales que al inicio del estudio tenian
entre 7 y 11 meses de edad y se utilizd6 un inéculo
conocido y caracterizado”?. De tal forma que los cuadros
clinicos moderados fueron sorprendentes y no se posee
una explicacion completa sobre su origen, pero esto no
inhabilita la posibilidad de evaluar la bondad de uso del
farmaco en esta fase experimental.

Fase de campo

En el caso de las evaluaciones de campo, el abordaje

fue diferente; se trabajé con bovinos adultos que
desarrollaron un cuadro clinico febril anemizante, a los
que una vez confirmado el cuadro clinico compatible se
les recolectaba muestra sanguinea antes del tratamiento y
luego a diversos intervalos post tratamiento para intentar
demostrar su beneficio. Estas muestras se recolectaron
en la primera y segunda semana pos tratamiento en el
caso de Tulud, mientras que en Monteria los intervalos
fueron de 3, 7 y 15 dias. De forma que en esta fase de
estudio, los datos estan organizados por sedes y no por
organismo.

Tulua. Se recibieron muestras de sangre de una finca
ubicada en Tulud (Valle) de cuatro bovinos (N°106,
140, 155 y 213) que presentaron signos clinicos que
presumian enfermedad causada por hemoparasitos
(Tabla 6).

Tabla 6. Resultados hematoldgicos y parasitologicos de bovinos con cuadro clinico
compatible con hemoparasitos, procedentes de Tulua (Valle) en tres fechas de muestreo.

. Fecha WBC RBC HTO T°C Parasitemia %*
Animal muestreo 103/ul 106/ul %

Obs 1 Obs 2

02-sep-09 8,2 2,68 13 40,4 2,5 A.mar 2,5 A.mar

106 09-sep-09 6,7 2,79 17 392 0,02 A.mar 0,1 A.-mar

16-sep-09 11,5 3,14 19 38,6 NSOP 0,14 A.mar

04-sep-09 - - - 40,6 8,0 A.mar 8,0 A.mar

140 09-sep-09 18,1 2,79 17 39,2 0,03 A.mar 0,09 A.mar

16-sep-09 19,6 3,14 19 38,4 NSOP 0,15 A.mar

09-sep-09 - - - 39,4 2,5 A.mar 2,5 A.mar

155 16-sep-09 12,5 6 26 38,7 0,02 A.mar 0,1 A.mar
23-sep-09 10,5 5,67 24 ND NSOP NSOP

23-sep-09 12,7 4,88 23 40,4 0,2 Amar 0,2 Amar
213 01-oct-09 16,6 5,14 26 39,4 NSOP NSOP
7-oct-09 13,1 5,4 26 ND 0,01 Amar 0,005

*La parasitemia fue estimada de forma independiente por dos profesionales (Obs 1 y Obs 2).
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En todos estos casos se confirm¢6 infeccion por A.
marginale pero en el bovino 155, en la muestra inicial se
observaron bajas parasitemias por Babesia spp. El animal
N°106 presentod en el dia 0 un hematocrito de 13% y los
valores de eritrocitos, hemoglobinay plaquetas estuvieron
por debajo de los limites inferiores, presentando una
anemia evidente. La parasitemia se registré en 2,5%
de eritrocitos infectados por A. marginale. Una semana
después de la aplicacion del tratamiento el hematocrito
ascendid a 17% y al dia 15 post tratamiento fue de 19%,
acompanado del aumento paulatino de los eritrocitos,
hemoglobina y plaquetas, seguido de una reduccion de
parasitemia a 0,14% mostrando el efecto que tuvo el
tratamiento sobre la recuperacion del animal.

El animal N° 140 en la primera muestra, presentd un
hematocrito de 15% también un valor bastante bajo y
con la mayor parasitemia registrada para este grupo
con 8% de A. marginale. En la semana siguiente a la
aplicacion del tratamiento el hematocrito ascendio a
18% vy la rickettsemia fue de 0,03% lo que es normal en
zona endémica’”*?! y en la muestra final el hematocrito
aumento hasta 23% lo que representa un aumento del
parametro y recuperacion evidentes. Con un hematocrito
menos critico llegaron los otros dos animales de este
grupo, el 155 con 18% y el animal 213 con 23%,
con parasitemias bastante leves de 0,04% y 0,2%
respectivamente, y también mostraron mejoria en sus
valores, a las dos semanas el hematocrito aumento6 a 24%
en el animal N° 155y a 26% en el bovino 213.

A nivel grupal los animales obtuvieron al dia cero
un porcentaje de hematocrito en promedio de 17,2%
(+4,3) y parasitemias que oscilaron entre 2,5% y 8%,
acompanados de una temperatura mayor a 40°C. En
los siete dias posteriores al tratamiento el promedio del
hematocrito ascendid a 21,7 (£ 4,9), y las parasitemias
se redujeron hasta 0,1% con restablecimiento de la
temperatura corporal. La ultima muestra de sangre
recolectada a los 15 dias post tratamiento mostrd en
promedio un hematocrito de 23% (+ 2,9) evidenciando
la mejoria.

Monteria. 1) Finca VL: En este predio se encontrd
rickettsemia en diez animales con valores que fluctuaron
entre 0,01 y 0,02% y 17 animales con Babesia spp. y las
parasitemias oscilaron entre 0,01% y 0,04%, ocurriendo
infeccion mixta de Babesia spp. y Anaplasma spp. en
diez animales. Los valores de hematocrito fluctuaron
entre 18% y 34% (Tabla 7). El hematocrito del grupo
en general mostrd una tendencia a la mejoria luego
del tratamiento. Se utiliz6 una prueba t pareada para
comparar los valores pre tratamiento con los alcanzados
en cada fecha de evaluacion. Se demostré que luego
del tratamiento el hematocrito fue significativamente
superior a los valores pre tratamiento, a los tres (= 4,315;
p=0,0003) a los siete (= 8,367; p<0,001) y a los quince
dias p.t. (= 3,905; p= 0,0006), indicando la bondad de
uso del producto.

Tabla 7. Evolucion del hematocrito y rickettsemia post tratamiento en bovinos naturalmente

infectados con Anaplasma marginale en las fincas ganaderas VL y CB del Valle del Sinu, 2009.

. , Pre Dias post tratamiento
Finca Pardametro tratamiento
3d p.t 7d p.t 15d p.t
Animales con Babesiosis 17 0 0 1
VL Hematocrito (rango) 18-34 20-34 20-35,5 22-37
Hematocrito promedio 25,0 25,9 26,8 28,5
Animales con Babesiosis 12 0 1 1
CB Hematocrito (rango) 24-32 24-32 25-33 25-36
Hematocrito promedio 27,8 28,5 29,4 30,6

[+]
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2) Finca CB: En esta finca se encontrd infeccion por
Anaplasma spp. en diez animales con valores que
fluctuaron entre 0,01% y 0,02% y doce animales con
Babesia spp. entre 0,01% y 0,04%, ocurriendo infeccion
mixta de Babesia spp. y Anaplasma spp. en nueve
animales; en el bovino N° 333 de este grupo se detectd
Trypanosoma spp. Los valores de hematocrito en el grupo
fluctuaron entre 24% y 32% (Tabla 8) demostrando una
tendencia persistente hacia la mejora. El resultado de la

prueba ¢ pareada comparando los valores pre tratamiento
con los distintas fechas post, demostr6 diferencias
significativas en cada fecha de evaluacion. Luego
del tratamiento el hematocrito fue significativamente
superior comparado con los valores pre tratamiento, a los
tres (= 2,590; p=0,01) a los siete (= 5,397; p=0,001) y
a los quince dias p.t. (&= 4,944; p= 0,001), indicando la
bondad de uso del producto.

Tabla 8. Cambio en el hematocrito luego del tratamiento con Ganaplus® en animales

con afeccion clinica natural por Babesia spp. en las fincas ganaderas del
Valle del Sina, 2009.

Pre Dias post tratamiento
Finca Parametro .
tratamiento
3d p.t 7d p.t 15d p.t
Animales con Babesiosis 17 0 0 1
VL Hematocrito (rango) 18-34 20-34 20-35,5 22-37
Hematocrito promedio 25,0 25,9 26,8 28,5
Animales con Babesiosis 12 0 1 1
CB Hematocrito (rango) 24-32 24-32 25-33 25-36
Hematocrito promedio 27,8 28,5 29 4 30,6

Como resumen del trabajo realizado en el Valle del Sint
(Monteria), se evaluaron 31 animales de dos fincas de la
region, que presentaron enfermedad por hemoparasitos.
En la primera muestra de sangre recolectada pre
tratamiento, el hematocrito en promedio fue de 26,3%
(+4,2) y las cargas parasitarias fluctuaron entre 0,01%
a 0,05% para A. marginale y de 0,01% a 0,04% para
Babesia spp. Tres dias después, el hematocrito aumento
a27,1% (£3,9) y las parasitemias post tratamiento fueron
cero para todos los animales, excepto dos (No 22 y 536)
que presentaron muy bajos niveles de A. marginale
(0,01%). A la semana el hematocrito aument6 en un
punto (28% +4,1) y los mismos animales que presentaron
rickettsemia en los tres dias mostraron A. marginale a la
semana.

[45]

Finalmente, en las muestras recolectadas a los 15 dias de
aplicado el tratamiento, el hematocrito promedio fue de
29,4% (£ 4,1) y cuatro animales presentaron parasitemia
por Anaplasma spp. y uno por Babesia spp.. Las pruebas
estadisticas muestran que hay diferencia significativa
(p < 0,05) entre el dia experimental cero y el 15, esto
demuestra la recuperacion en los valores hematologicos
gracias al producto aplicado. El dia siguiente de
aplicacion del producto se presento restablecimiento de
la temperatura, el retorno al consumo de alimento y del
comportamiento habitual de los animales.

En el estudio desarrollado en la finca CB se comprobo
la eficacia protozoaricida del compuesto, teniendo en
cuenta que a los tres dias p.t. todos los animales habian
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demostrado un despeje total de los organismos en los
frotis sanguineos, tanto para Babesia spp., como para el
animal infectado con Trypanosoma spp. La recuperacion
en los valores hematologicos también fue marcada luego
del tratamiento.

Se observaron diferencias significativas en el hematocrito
comparando la muestra pre tratamiento con las muestras
recolectadas a los 3, 7 y 15 dias p.t. con una tendencia
continua al alza. La desaparicion de los protozoarios de
la sangre aunada al restablecimiento de la temperatura
corporal y de la mejora de los parametros hematologicos,
indica el beneficio de uso del farmaco en estos animales
que poseian afeccion clinica evidente antes del

tratamiento.

Se destaca que en condiciones de infecciones naturales
las babesiosis causan cuadros clinicos agudos que
generalmente responden muy bien al tratamiento14. Por
su parte, dada la naturaleza insidiosa de la anaplasmosis
bovina, el cuadro clinico desarrollado, aunque puede
ocurrir de forma aguda, tiende a desarrollar ciclos
de cronicidad en las cuales es muy dificil de asegurar
la esterilizacion completa del ganado en cuanto a la
presencia del organismo, aspecto aunado al hecho que
este organismo aprovecha estados de inmunosupresion
del animal para crear ciclos de rickettsemia asegurando
su permanencia en las poblaciones bovinas del trépicoll.
Sin embargo, esta investigacion demostré que un Unico
tratamiento con el fArmaco ayudo a los animales para el
control de la rickettsemia y la parasitemia y la mejora del
hematocrito.

Este estudio permiti6 demostrar de manera clara las

complejidades metodologicas relacionadas con la
evaluacion de eficacia bajo condiciones de campo de
compuestos dirigidos al control de los hemoparésitos del
bovino, Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma
marginale. Es conocido que en estos hemoparasitos del
ganado, el cuadro clinico agudo s6lo se da en el primer
contacto con el organismo y la intensidad del cuadro
clinico es dependiente de la dosis del inoculo pero
también de componentes de susceptibilidad individual.
Los cuadros clinicos en campo son ain mas dificiles

de definir y estan asociados a multiples situaciones

epidemioldgicas. Un compuesto eficaz para el control de
los cuadros clinicos relacionados con hemoparasitismos,
debe controlar las principales manifestaciones clinicas
que pueden poner en peligro la vida del animal, al tiempo
que facilite el establecimiento de inmunidad protectiva
y retornar a un estado de equilibrio que permita que el
animal pueda continuar llevando una vida productiva en
ecosistemas endémicos.

En la fase experimental de este estudio, donde terneros de
aproximadamente un afio de edad, sin exposicion previa
a hemoparasitos fueron inoculados con dosis moderadas
de organismos, se demostro la ocurrencia de parasitemias
pero las manifestaciones clinicas fueron moderadas. Esto
impidid continuar con el disefio planteado de tratamiento
temprano o tardio; solamente tres animales (uno
inoculado con B. bigemina y dos del grupo trivalente)
fueron tratados de forma temprana debido a la presencia
de fiebre y marcada disminucion del hematocrito;
mientras el resto de los animales se tratd al finalizar el
experimento. El beneficio del tratamiento fue evidente
en los tres casos clinicos confirmados y por lo general en
todos los grupos experimentales se demostré la mejora
en los parametros hematologicos luego del tratamiento.

En la fase de campo de este estudio se contaba con
situaciones donde la investigacion se iniciaba con la
deteccion de animales con afeccion clinica evidente,
que bajo condiciones de campo se penso requerian de
tratamiento; entonces se les recolectaba la muestra y
se procedia a la aplicacion del farmaco sin conocer el
tipo de organismo actuante, realizando muestreos 7 y 14
dias luego del tratamiento en una sede y 3, 7 y 15 dias
en la otra para demostrar su beneficio. Los resultados
obtenidos en esta fase del estudio demostraron que los
hemoparasitos implicados difirieron en los distintos
casos evaluados. En el caso de las muestras procedentes
de Tulud se diagnosticoé una situacién de anaplasmosis
con altas rickettsemias e importantes disminuciones
del hematocrito. Aqui la eficacia del tratamiento fue
evidente; al dia siguiente de la aplicacion del producto se
presento restablecimiento de la temperatura, se reanudo
el consumo de alimento y el comportamiento habitual de
los animales. El hematocrito presentd mejoria en todos
los animales tratados.
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En el caso de la finca VL del Valle del Sint el cuadro
clinico no era tan marcado pero se demostrd infeccion
mixta por A. marginale y Babesia spp. pero a bajos niveles
de parasitemia (fluctuando entre 0,01% y 0, 04%). El
tratamiento condujo a un incremento significativo en el
promedio de los valores de hematocrito con una mejora
en tres puntos porcentuales de hematocrito quince dias
después. Tanto los protozoarios como las rickettsias no
fueron evidentes en los frotis sanguineos recolectados
luego del tratamiento.

En la finca CB del Valle del Sint también se detectd una
situacion endémica de anaplasmosis y babesiosis con
bajos niveles de parasitemia fluctuando entre 0.01%
y 0.04% y adicionalmente en un bovino se detecto
la presencia de Trypanosoma spp. El hematocrito
presentd una mejora significativa luego del tratamiento
correspondiente a tres puntos porcentuales a los
quince dias pos tratamiento. Tres animales del grupo
demostraron nuevamente rickettsemia, pero esta
investigacion demostrd que un tnico tratamiento con el
farmaco evaluado ayudo a los animales para la mejora
del hematocrito y de su condicion clinica.

Estas confirmar que

Ganaplus® es un buen medicamento para el tratamiento

investigaciones permitieron
de los cuadros clinicos asociados con los hemoparasitos
de los bovinos que son prevalentes en el tropico
colombiano. En ninguno de los casos hubo evidencias
que permitieran sugerir la ocurrencia de resistencia a los
principios activos del producto.
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