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RESUMEN

La anaplasmosis, causada por Anaplasma phagocytophilum
es una zoonosis que ademas de afectar al hombre, puede
provocar enfermedad en caballos (Equus caballus), burros
(Equus africanus asinus), grandes y pequefos rumiantes (Bos
taurus, Ovis aries, Capra aegagrus hircus), perros (Canis lupus
familiaris), gatos (Felis catus), primates no humanos (Macaca
mulatta, Papio spp.), aves (Turdus merula, Erithacus rubecula,
Fringilla coelebs), cerdos silvestres (Sus scrofa) y llamas (Lama
glama). En los laboratorios nacionales, el diagnostico de A.
phagocytophilum se lleva a cabo mediante la observaciéon a
través del microscopio de luz en frotis de capa blanca tefiidos, de
cuerpos iniciales y/o mérulas intracitoplasmaticas en neutrdéfilos
y eosinofilos. Esta prueba, aunque sencilla de realizar, es muy
limitada por su baja sensibilidad y especificidad. La anaplasmosis
equina no ha sido adecuadamente diagnosticada y caracterizada
en Venezuela, poco se conoce acerca de su epidemiologia, su
prevalencia, diversidad y patogenicidad de cepas venezolanas,
su distribucion geografica o sobre sus vectores mas comunes.
El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la presencia
de A. phagocytophilum en poblaciones equinas venezolanas
mediante el uso de la prueba de reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR). En la presente investigacion se utilizé una
prueba de PCR especie-especifica con cebadores que amplifican
un fragmento de 550 pb del gen que codifica la proteina de
superficie P44. Se demostré por PCR, asi como por frotis de
capa blanca, la ausencia de A. phagocytophilum en doscientas
muestras de sangre de ejemplares equinos sin signos aparentes
de enfermedad, provenientes de diferentes regiones de la
geografia nacional. Algunas de las posibles causas por las que
no se encontraron casos positivos incluyen: el muestreo no
coincidié con zonas geograficas endémicas asociadas a formas
subclinicas de enfermedad; el exceso de ADNg del hospedador
proveniente de la capa blanca pudo haber interferido con la
amplificacién del blanco de interés; condiciones epizootioldgicas
que no favorecieron la ocurrencia de la enfermedad, incluyendo
habitat no propicio, ausencia de vectores y reservorios, y/o falta
de una adecuada interaccion entre hospedador-reservorio en las
zonas exploradas.
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ABSTRACT

The disease caused by Anaplasma phagocytophilum is a
zoonosis, that affects not only humans, but also horses (Equus
caballus), donkeys (Equus africanus asinus), large and small
ruminants (Bos taurus, Ovis aries, Capra aegagrus hircus),
dogs (Canis lupus familiaris), cats (Felis catus), non-human
primates (Macaca mulatta, Papio spp), birds (Turdus merula,
Erithacus rubecula, Fringilla coelebs), wild hogs (Sus scrofa)
and lamas (Lama glama). National laboratories, the diagnosis
of A. phagocytophilum is performed by examining stained buffy
coat smears with light microscopy to detect initial bodies and/
or intracitoplasmic morulas within neutrophils and eosinophils.
This test is simple to perform, but it has limited sensitivity and
specificity. Equine anaplasmosis has not been adequately
diagnosed and characterized in Venezuela, so little is known
about its epidemiology, its prevalence, the diversity and
pathogenicity of Venezuelan strains, their geographic distribution
or the most common vectors. The objective of the study was to
use polymerase chain reaction (PCR) to screen for the presence
of A. phagocytophilum in Venezuelan equine populations. The
species-specific PCR test used primers would amplify a 550
bp fragment of the gene encoding the P44 surface protein.
Surprisingly, neither the PCR test nor the buffy coat smears
detected the presence of A. phagocytophilum in any of the two
hundred blood samples from horses with no apparent signs of
disease sampled from different geographic regions of Venezuela.
Possible reasons for the failure to detect A. phagocytophilum
include, the sampling did not comprise endemic areas associated
with subclinical forms of the disease; excess of gDNA from the
host buffy coat may have interfered with the amplification of the
target of interest; and epizootiological conditions that did not
favour disease occurrence, including unsuitable habitat patches,
absence of vectors and reservoirs, and/or lack of an adequate
host-reservoir interaction in the explored areas.

Key words: Anaplasma phagocytophilum; equine anaplasmosis;
PCR; diagnosis.
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INTRODUCCION

Ehrlichia equifue reclasificada como una bacteria perteneciente
a la familia Anaplasma taceae con el nombre de Anaplasma
phagocytophilum [14]. La razén que justificd esta reclasificacion
se fundamentd en similitudes establecidas a través de estudios
seroldgicos [13, 14] y moleculares de diferentes aislados [12, 14].

La anaplasmosis equina causada por A. phagocytophilum,
cursa con signos clinicos inespecificos como fiebre, letargia,
depresion, inapetencia [19, 21, 35], edema en miembros, ictericia
y ataxia [29, 35], los cuales han sido estudiados en infecciones
naturales [29] 6 experimentales [19, 21]. A pesar de estas
observaciones, algunos autores han definido la enfermedad
como una infecciéon autolimitante [31], ya que sus signos
clinicos pueden desaparecer sin tratamiento, entre 7-21 dias (d)
postinfeccion [21, 32]. La persistencia de la infeccidn, de acuerdo
a estudios experimentales, es de aproximadamente 4 meses
después de la inoculacion del agente [21].

La técnica de la PCR se destaca por su sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad [18, 44], es esencialmente
rapida [41, 53] y requiere de una buena muestra de sangre y
del acido desoxirribonucleico gendémico (ADNg) a procesar [18].
En infecciones experimentales con A. phagocytophilum, la PCR
resultd positiva 2-3 d antes de la aparicion de signos clinicos y
persistio 4-9 d mas alla de la desaparicion de los mismos [20].

En paises como Venezuela, la inversion inicial en equipos
para realizar ensayos de diagnostico por PCR es costosa. No
obstante, desde el punto de vista de la salud animal y publica, el
costo-efectividad debe ser evaluado a la luz de aquellos gastos
en los que se incurre cuando no se diagnostica la enfermedad
o es detectada muy tarde [46] o, por el contrario, la rapida y
oportuna deteccion del microorganismo previene la posible
infeccion en humanos [41]. En ausencia de una adecuada
evaluacién de laboratorio, se suma ademas el costo de terapias
desacertadas y el deterioro del paciente que no es tratado de
manera apropiada. Ello sin dejar de lado la problematica de la
resistencia a drogas cuando éstas se usan indiscriminadamente
por la falta de un diagnostico veraz. Las pruebas moleculares
tienen que ser manejadas por laboratorios reconocidos, que
cuenten con estrictos controles de calidad [44].

La necesidad de un mayor nimero de estudios mas precisos
sobre A. phagocytophilum ha estado pendiente por muchos
afnos en Venezuela. Los primeros fueron realizados en el estado
Zulia en caninos (Canis lupus familiaris) [3] y equinos (Equus
caballus) [4] y su evaluaciéon para el momento, se realizé por
frotis de capa blanca. Arraga-Alvarado y col. [4] utilizaron 232
muestras de sangre, en su mayoria pertenecientes a ejemplares
purasangre de carrera alojados en el Hipédromo Nacional de
Santa Rita. Posteriormente, se intentd confirmar la presencia de
A. phagocytophilum de una de estas muestras de un ejemplar
canino proveniente de los estudios de Arraga-Alvarado [3], a
través de la PCR mediante la amplificacion de la secuencia 16S

del acido desoxirribonucleico ribosomal (ADNr) [47], pero al afio
siguiente, fue identificado como falso positivo por los autores [48].
Mas recientemente, se realizo el estudio de A. phagocytophilum
en 137 muestras de caballos criollos del estado Apure [11], con
prevalencia de infeccion del 32,8 % a través de la observacion de
frotis de capa blanca. No se reportan en la literatura venezolana
otras publicaciones relacionadas con el tema.

El diagndstico de A. phagocytophilum en laboratorios
nacionales se ha venido llevando a cabo en los ultimos afios de
forma rutinaria a través de la observacion de cuerpos iniciales y/o
morulas intracitoplasmaticas en neutrofilos y eosindfilos en frotis
tefiidos de capa blanca. Esta prueba, aunque sencilla de realizar,
es muy limitada por su baja sensibilidad y especificidad lo que la
hace subjetiva debido a que: (1) depende de la visualizacion y
criterio del observador, es decir de su experiencia [18]. El falso
positivo puede ocurrir en situaciones en las que se observen
granulaciones en neutréfilos, cuerpos de Dohle, plaquetas
sobrepuestas ¢ particulas contaminantes [51]; (2) suinterpretacion
depende de la calidad del frotis preparado. Adicionalmente, para
el caso de infecciones en equinos por este microorganismo, los
cuerpos de inclusién no son evidentes durante los primeros dias
de enfermedad [20]. De tal forma, que el resultado dependera
de la fase de la enfermedad en la que sea tomada la muestra.
Debido a su subjetividad, es una prueba facilimente asociada a
resultados falsos positivos y falsos negativos [18].

Por todo lo anteriormente expuesto, la anaplasmosis equina en
la actualidad pudiera no haber sido caracterizada, documentada
ni valorada adecuada y suficientemente en Venezuela. Poco se
sabe sobre su epidemiologia, la prevalencia de la enfermedad, la
biodiversidad y patogenicidad de cepas venezolanas, asi como
su distribucién geografica y sus vectores, entre otros aspectos.

Desde un punto de vista de tratamiento, la disponibilidad de
pruebas moleculares confiables en laboratorios de referencia,
ayudaria al médico veterinario practicante a confirmar una
infeccion, de forma tal que utilice el medicamento apropiado
en el momento oportuno. El paciente enfermo de alto riesgo
estaria expuesto a menor nimero de farmacos que, de otra
forma se administrarian producto de una terapia desacertada,
lo que evitaria su consiguiente deterioro clinico o el desarrollo
de resistencia por parte del agente infeccioso. Esto ademas
redundaria en un significativo ahorro econémico por parte del
propietario del ejemplar, menor uso de farmacos y preservacion
del bienestar clinico de su animal.

En un estudio realizado por Lin y col. [28], los autores sefalan
que mientras A. phagocytophilum contiene en su genoma p44,
msp2 'y omp-1, otros miembros de la familia Anaplasmataceae
(Anaplasma marginale y Ehrlichia spp.) carecen de p44. La
super familia OMP-1/MSP2/P44 también conocida como Pfam
o PF01617 [17, 37], codifica proteinas de superficie y son
Unicas en la familia Anaplasmataceae [37]. La PCR basada
en un fragmento del gen que codifica la proteina P44 de A.
phagocytophilum realizada con los cebadores 3709/4257,
es especie-especifica [52].
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Las grandes explotaciones dedicadas a la cria del purasangre
de carrera en Venezuela, se encuentran ubicadas en los estados
Zulia, Falcon, Carabobo y Aragua. En tanto que los rebafios de
caballos criollos, descendientes de ejemplares ibéricos de la
época de la conquista, son utilizados en las labores del campo, en
estados predominantemente ganaderos como Apure y Guarico.
También se suman al rebafio de trabajo y en menor proporcién, los
hibridos obtenidos del cruce con burro (Equus africanus asinus).

El presente trabajo constituye una primera aproximacion
al estudio de A. phagocytophilum en el pais, mediante el uso
de una herramienta molecular como lo constituye la PCR, con
muestreos de ejemplares equinos de las regiones previamente
mencionadas. Se requieren estudios epidemioldgicos adicionales
que estimen el niumero adecuado de muestras necesarias, para
determinar la verdadera prevalencia de este agente causal en los
distintos rebafios venezolanos.

El diagndstico molecular por PCR de A. phagocytophilum
complementa la prueba clasica de observacion por microscopia
de frotis de capa blanca a fin de lograr una mayor confianza en los
resultados de laboratorio. Por esta razon, el propésito del presente
trabajo fue evaluar mediante el uso de la PCR la presencia de A.
phagocytophilum en poblaciones equinas venezolanas.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de sangre provenientes de ejemplares equinos,
mayores de 2 afios, sin signos aparentes de enfermedad sistémica
(n=200), fueron obtenidas por puncion de la vena yugular, en
tubos Vacutainer® (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ 07417,
EUA) estériles con acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
debidamente identificadas y frescas con el fin de preservar la
citologia intacta y preparar los frotis de capa blanca. Las muestras
se obtuvieron en seis Estados: Apure (n=60), Distrito Capital (n=
57), Carabobo (n= 49), Zulia (n= 18), Guarico (n= 10) y Aragua
(n= 6) (TABLA I). Setenta y ocho muestras fueron recolectadas
en los estados Apure (n=60) y Zulia (n= 18), por haber sido
estas dos entidades federales cuna de los primeros estudios
de anaplasmosis equina en el pais y ciento treinta ejemplares
(130/200) pertenecientes a las razas purasangre de carrera,
cuarto de milla, caballos de silla europeos y mestizos derivados
de ellas de los estados Carabobo, Zulia, Aragua y Distrito
Capital. Las muestras procedentes del estado Carabobo fueron
recolectadas en un club de salto y en una clinica veterinaria. Las
muestras recolectadas en el estado Zulia procedieron de haras
de purasangre de carrera. Las muestras procedentes del estado
Aragua se recolectaron en una clinica veterinaria. En el Distrito
Capital, las muestras equinas procedieron de tres diferentes
locaciones: Hipédromo “La Rinconada”, de un club de salto y
adiestramiento y de un zooldgico. Setenta ejemplares (70/200)
de la raza caballo criollo (Equus caballus) e hibridos de éstos
con burro (mulas y burdéganos Equus caballus x Equus africanus
asinus) de hatos ganaderos, muchos sin domesticar, procedieron
de los estados Apure y Guarico.
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TABLA |
RESUMEN DE LA PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS
EQUINAS
Ciudad, Estado m,\Lj;:s?ris Ioclz\lar(c:)ic?:es
San Fernando, Apure 60 2
Caracas, Distrito Capital 57 3
Valencia, Carabobo 32 1
Mariara, Carabobo 17 1
Maracaibo, Zulia 18 2
Guardatinajas, Guarico 10 1
Maracay, Aragua 6 1
Total 200 11

Con la finalidad de obtener preparaciones con citologia
intacta, maximizar el analisis y minimizar artefactos morfolégicos
producto de un prolongado almacenamiento de las muestras
sanguineas que pudiesen interferir con su interpretacion, los
frotis fueron elaborados el mismo dia de su recoleccion [33].
Para la preparacion de los frotis de capa blanca se llenaron tubos
capilares y se centrifugaron en centrifuga para microhematocrito
(Clay Adams Readacrit®, Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ 07417-1880, EUA) a 7.000xg por 5 minutos
(min). Posteriormente, se cortaron los capilares por encima
de la region de la capa blanca, en la interfase del paquete
de glébulos rojos y plasma, para realizar frotis en laminas
portaobjetos nuevas, los cuales fueron tefiidos con coloracion
de Diff Quick® (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA 15275, EUA) o
Hemacolor® (Merck KGaA, Damstadt, Alemania). Una muestra
se considerd positiva cuando se observaron moérulas o cuerpos
de inclusion intracitoplasmaticos en su evaluaciéon, mediante
el uso de microscopio de luz (Nikon® binocular modelo SC
tipo 102, Nikon Corporation, Tokyo, Japén) con el objetivo de
inmersion de 100X, en por lo menos tres neutréfilos a través del
recorrido de la preparacion [32].

Seguidamente, las muestras de sangre fueron transportadas
en hielo y se preservaron en refrigeraciéon a 4 °C (nevera LUF14,
Luferca, Caracas, Miranda 1071, Venezuela). Una vez extraido
el ADNg, se almacenaron a -20 °C (congelador 370, Admiral,
Caracas, Miranda 1071, Venezuela). Para el procedimiento de
extraccion se utilizo el estuche comercial para purificacion de ADN
(Wizard® Genomic DNA Purification Kit de Promega®, Promega
Corporation, Madison, WI 53711, EUA). Se tomo6 300 pL con
micropipeta de punta estéril de la zona alrededor de la capablanca.

Para la amplificacion del fragmento del gen que codifica
la proteina P44 de A. phagocytophilum, se emplearon los
cebadores sentido p3709 y antisentido p4257 [52], los cuales
generan un amplicon de 550 pb. La mezcla de reaccién contenia
la solucion tampén 1 X sin Mg (200 mM Tris-HCI pH 8,4; 500 mM
KCI), dNTPs (dGTP 0,2 mM; dTTP 0,2 mM; dCTP 0,2 mM; dATP
0,2 mM), MgCl, 2 mM; Taq Platinum ADN polimerasa 0,025 U/mL
y los cebadores a 0,4 uM. La mezcla final con un volumen de 12,5
uL, se sometid a 40 ciclos de reacciones, en termocicladores
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automaticos para PCR punto final (Eppendorf® Mastercycler® ep,
Eppendorf AG, Hamburg 22339, Alemania; Bioer® XPCycler®
Hangzhou Bioer Technology Co., Ltd. Hangzhou 310053,
China; Perkin-Elmer GeneAmp® PCR System 9700, Applied
Biosystems Life Technologies, Grand Island, NY 14072, EUA). La
temperatura de hibridacion o alineacion se ajusté a 60° C. El ciclo
consistié de un precalentamiento de 94° C por espacio de 5 min,
posteriormente ciclos consecutivos de 1 min a 94° C, 1 min a una
temperatura de alineacion de 60° C y 1 min de extensién a 72° C,
con 7 min finales de extensién en el ultimo ciclo. Los productos
de la reaccion se visualizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa 1 % p/v por tincién con Sybr Safe ® o bromuro de
etidio , mediante el uso de un documentador de geles (Digidoc®
UVP, Upland, CA 91786, EUA; GE ImageQuant LAS-3000°, Life
Technologies, Grand Island, NY 14072, EUA). El control positivo
utilizado consisti6 en el ADNg molde obtenido de laminas
comerciales para inmunofluorescencia indirecta de Anaplasma
phagocytophila (FA Substrate Slide VMRD®= AphVMRD, VMRD,
Inc., Pullman, WA 99163, EUA) [1].
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las preparaciones de capas blancas tefiidas de muestras
de sangre de los doscientos ejemplares equinos (n= 200)
fueron revisadas y no se observaron moérulas o cuerpos de
inclusion intracitoplasmaticos en neutrofilos o eosindfilos en
ninguna de las muestras.

La FIG. 1 corresponde a una de las electroforesis en agarosa
de los amplicones obtenidos de la PCR con los cebadores
sentido p3709 y antisentido p4257 que muestra la ausencia del
amplicén esperado de 550 pb en el grupo de equinos evaluados,
indicando el resultado negativo para A. phagocytophilum. Las
doscientas muestras de ADNg equinas (TABLA |, FIG. 1) fueron
diagnosticadas negativas a infeccidon por A. phagocytophilum a
través de los resultados obtenidos de la PCR especie-especifica
para el fragmento del gen p44 con los cebadores p3709/p4257.
En el carril de la reaccién con el ADNg de la muestra control
positivo de A. phagocytophilum, se observa la banda de tamafio
esperado, correspondiente a la amplificacion del fragmento del
gen p44, de acuerdo a marcadores de peso molecular.

FIGURA 1. PCR r44 CON CEBADORES r3709/r4257 Y MUESTRAS DE EQUINOS DEL ESTADO ZULIA. (1) BLANCO. (2) CONTROL
POSITIVO A. Phagocytophilum. (3) MARCADOR 1 KB. (4) MUESTRA 1. (5) MUESTRA 2. (6) MUESTRA 3. (7) MUESTRA 4. (8)
MUESTRA 5. (1) BLANCO. (2’) CONTROL POSITIVO A. Phagocytophilum. (3') MARCADOR 1 KB. (4’) MUESTRA 6. (5) MUESTRA

7.(6’) MUESTRA 8. (7’) MUESTRA 9. (8’) MUESTRA 10.

Han transcurrido veinticuatro afios desde que se publico el
primer articulo sobre anaplasmosis equina en Venezuela [4]
fundamentado en la observacion de frotis tefiidos de capa blanca
y hasta los momentos, no se conocen estudios de diagndstico
molecular complementarios. El presente estudio utilizé
muestras de sangre de caballos sin signos clinicos aparentes
de enfermedad, dado que diversos autores han reportado que
la anaplasmosis equina es una enfermedad que puede cursar
de manera subclinica [30, 36, 45], particularmente en caballos
de areas endémicas [30].

En estudios recientes de seroprevalencia de infeccién por
A. phagocytophilum, se determinaron tamafios adecuados de
muestras en relaciéon a una prevalencia estimada de enfermedad
[27, 43]. Inclusive, una de estas publicaciones ajust6 el numero
de muestreos por zonas geograficas exploradas [43]. La
prevalencia de la anaplasmosis equina en algunas regiones de

Venezuela, fundamentada a través de la observaciéon de frotis
de capa blanca teiidos, oscil6 entre 32,8% (45/137 [6]) y 36,9%
(232/629 [4]). Buena parte [4] o |a totalidad [11] de los ejemplares
positivos fueron asintomaticos. En uno de los trabajos, ademas
de los asintomaticos, algunos caballos positivos exhibieron
signos clinicos entre leves a severos [4]. Ninguno de los 200
ejemplares incluidos en el presente estudio mostré signos
clinicos de la enfermedad.

El hecho de no encontrar ningun caso positivo en las
doscientas muestras procesadas pudo deberse a diversas
razones. Una de ellas, que efectivamente no se haya explorado
una zona geografica endémica [30] que pudiera alojar a
ejemplares afectados con la forma subclinica de la enfermedad.
Otra consideracion es que el ADNg fue extraido a partir de la
interfase entre el paquete de globulos rojos y el plasma, conocida
también como capa blanca, tal como han reportado otros autores,
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que han utilizado este tipo de muestra con éxito en su diagndstico
[2, 34]. No obstante, el exceso de ADNg del hospedador [26]
proveniente de la capa blanca pudo haber interferido con la
adecuada amplificacion del blanco de interés, si alguna de
las muestras hubiese correspondido a un ejemplar con una
infeccion subclinica con A. phagocytophilum, y un bajo numero
de microorganismos circulantes. El ADNg del hospedador puede
competir como blanco en la alineacién de los cebadores [26].

La transmision del A. phagocytophilum ocurre por vectores
hematofagos de la super familia de los acaros, conocidos como
garrapatas. Mayormente se ha incriminado al género Ixodes,
|. scapularis, I. pacificus, I. ricinus [7, 9, 10, 15, 22, 23, 35, 38]
como principal vector de la enfermedad. No obstante, estudios
mas recientes en los que se utilizé la PCR, demostraron no solo
la presencia del agente en garrapatas del género Dermacentor,
sino también su transmision transovarica [5], que hasta los
momentos habia sido cuestionada [14], lo que constituye otro
argumento mas para su mantenimiento y persistencia en la
naturaleza [5]. Estudios a base de ensayos moleculares en
Israel permitieron aislar A. phagocytophilum de garrapatas de los
géneros Rhipicephalus y Hyalomma [25].

Se conocen como reservorios de la enfermedad los roedores
silvestres (Peromyscus leucopus) [6, 7, 16, 19, 50], el ratén
doméstico (Mus musculus) [6] 'y venados (Odocoileus
virginianus) [16, 42]. En un estudio realizado en Inglaterra se
determino un 6,7% de 163 roedores silvestres (Microtus agrestis)
positivos por PCR a A. phagocytophilum [8]. La infeccién
en roedores se manifiesta como una bacteremia transitoria
[16], la cual puede presentarse como infeccion de corta 6
larga duracion, dependiendo de la especie afectada [8]. Por el
contrario, en el venado la infeccion es persistente y no cursa con
signos de enfermedad [16].

La ausencia de infeccién por A. phagocytophilum determinada
en el presente estudio, pudo también haber estado relacionada
con la escasez o inexistencia de vectores y reservorios
competentes [49], y por ende de la distribucién geografica del
agente causal e incidencia de la enfermedad en las regiones
del muestreo. Estudios epidemiolégicos sefalan que el area
de endemicidad de una enfermedad depende de multiples
variables tales como: condiciones de habitat, necesidades
de alimentacion de la garrapata, presencia de reservorios e
interaccion entre hospedador-reservorio [39, 49]. Por otra parte,
los caballos criollos e hibridos de éstos pertenecientes a rebafios
salvajes, no domados, fueron colocados sin previa seleccion
para la recoleccion de las muestras, en una manga empleada
para el manejo de ganado bovino, sin haber contado con
atencion periddica, ni planes sanitarios rigurosos ni suplementos
alimenticios, otros que los ofrecidos por la vasta extension de la
llanura. En los centros ecuestres e hipédromos nacionales donde
también se muestred, sucede todo lo contrario, los ejemplares
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son celosamente sometidos a estrictos controles sanitarios
por su alto costo econdmico. Dada la alta seroprevalencia de
piroplasmosis (50,2%) en Venezuela [40], los tratamientos
profilacticos utilizados contra las hemoparasitosis se limitan a
la utilizaciéon de imidocarb y diminaceno diaceturato, ambos
sin accion efectiva contra A. phagocytophilum. Los ejemplares
equinos incluidos en la investigacion, no presentaron historia de
tratamiento reciente con oxitetraciclina.

La PCR para el blanco definido por el fragmento del gen p44
de A. phagocytophilum realizada con los cebadores 3709/4257,
es especie-especifica [52], a diferencia de la PCR para el gen
ribosomal 16SARNr con cebadores universales EHR16SD/
EHR16SR la cual permite amplificar el gen en diferentes
microorganismos de la familia Anaplasmataceae [24]. Através del
anadlisis de doscientas muestras de ADNg equinas provenientes
de localidades de seis entidades federales, utilizando la PCR
especie-especifica, no se detectd ningin amplicon consistente
con un diagnéstico positivo a la infeccion por A. phagocytophilum.
Mas resaltante aun y en particular en referencia a setenta y ocho
muestras (78/200) provenientes de dos de los Estados (Zulia
y Apure), en los que se han reportado casos positivos de A.
phagocytophilum [4, 11], las cuales al ser analizadas a través de
esta PCR especie-especifica, resultaron negativas a la infeccion
por este agente causal. Estos resultados, asociados a la ausencia
de morulas en las preparaciones de capa blanca, ratifican que no
se encontrd evidencias de la presencia de este microorganismo
en las 200 muestras equinas procesadas.

CONCLUSIONES

La observaciéon al microscopio de frotis de capa blanca
tefiidos y los ensayos de PCR basados en el gen p44 de A.
phagocytophilum son herramientas de gran utilidad para el
estudio y caracterizacion de la anaplasmosis equina. Se sugiere
incluir un mayor numero de muestras que permitan confirmar el
diagndstico y caracterizacion de A. phagocytophilum en el pais
utilizando los conocimientos de la biologia molecular. Se podria
considerar la realizacién de un mayor muestreo en poblaciones
equinas pertenecientes a los estados Apure y Zulia, cuna de los
primeros estudios realizados en relacion a este agente infeccioso.
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