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RESUMEN:

Este trabajo tiene como objetivo diagnosticar hemoparésitos, principalmente
Trypanosoma sp. en bufalos de la provincia de Corrientes a través de dos técnicas
hematoldgicas, microhematocrito y frotis. Realizdndose los extendidos de sangre por el
método de Woo and Roger (1974). Los muéstreos se llevaron a cabo en diferentes
localidades de la provincia de Corrientes, donde se trabajo en cuatro establecimientos
productores de bufalos, ubicados en San Luis del Palmar, General Paz, Goya y
Riachuelo. Se obtuvieron 49 muestras de sangre periférica para la deteccién de
hemoparasitos y hematocritos. Los andlisis se realizaron en el laboratorio de Servicio de
Diagnosticos Parasitoldgicos de la Céatedra de Enfermedades Parasitarias, FCV.- UNNE.
Los hematocritos dieron un promedio de 37%, resultados dentro del rango normal para
la categoria muestreada. En cuanto a los frotis el 100% de las muestras obtenidas han
sido negativas, al igual que las muestras procesadas por la técnica de Woo and Roger.
Se considera que la técnica de frotis sanguineo es de baja sensibilidad para el
diagnostico de animales con bajas parasitemias, cuando no hay brotes de la enfermedad
0 en los animales gque se encuentran en estabilidad enzootica, por lo que los métodos de
diagnosticos para establecer la presencia de alguno de los hemoparasitos en bufalos
deberian incluir técnicas de mayor sensibilidad para determinar la presencia de los
mismos como ser PCR y acomparfiarlos de técnicas seroldgicas para detectar la
presencia de anticuerpos..



INTRODUCCION:

Argentina posee actualmente la cuarta poblacién bubalina del continente
americano luego de Brasil, Venezuela y Colombia, encontrandose mayoritariamente
concentrada en el subtrépico hiumedo de la region del nordeste argentino (NEA),
integrada por las provincias de Formosa, Corrientes, Chaco y Misiones (Crudeli et
al., 2014).

De acuerdo a los datos oficiales aportados por el Servicio Nacional de Sanidad
Animal (SENASA) la poblacién de bafalos en Argentina en el afio 2014 es de 87.711
cabezas. De las 23 provincias que componen el territorio nacional existe poblacion
bubalina en 20 de ellas y solo en tres provincias del extremo sur argentino (Chubut, Santa
Cruz y Tierra del Fuego) no se crian bufalos. Segun categorias, la poblacion bubalina del
pais se halla compuesta porcentualmente de la siguiente manera: bufalas (42,4%); bubillas
(17,8%); bucerras (11,7%); bucerros (11,1%); bubillitos (7,3%); bubillos (5,3%);
bufalos (3,3%); butoritos (0,7%) y buey bufalo (0,4%) (Crudeli et al., 2014).

La Provincia de Corrientes es la segunda en cantidad de bufalos, pero la primera en
numero de productores del pais. Registra una poblacién bubalina de 23.397 cabezas y 164
productores (SENASA, 2014). Si se contabilizan los establecimientos con produccion
bubalina se superan los 200 ya que algunos productores presentan una 0 mas unidades
productivas en la provincia. Los departamentos con mayor poblacion bubalina son los de
General Paz, Empedrado y San Miguel (Crudeli et al., 2014).

Los bufalos son susceptibles a muchas de las enfermedades y parasitos que
afectan al bovino, inclusive los hemoparasitos. Los de mayor importancia en esta especie
son Anaplasma sp., Babesia sp. y Trypanosoma sp.

Anaplasma marginale que es una rickettsia del genogrupo Il de las
Ehrlichias, que parasita los eritrocitos maduros del ganado bovino Los bdfalos que
sobreviven a la anaplasmosis bovina aguda, después de una infeccién primaria,
permanecen persistentemente infectados de por vida, independientemente de re-
exposiciones a la rickettsia, sirviendo como reservorio para la transmision de la
enfermedad en el campo Trabajos realizados han determinado que en establecimientos
endémicos, hasta el 90% de los bdfalos pueden ser positivos (Corona etal. 2012).

En América Latina se ha informado la presencia de las infecciones por B. bovis y
B. bigemina en bufalos e incluso la ocurrencia de cuadros clinicos agudos, que incluyen
aborto y hasta la muerte de animales infectados, se ha asociado estas infecciones con la
infestacion por la garrapata Rhipicephalus microplus, que es el vector de B. bovis y B.
bigemina, la cual puede cumplir su ciclo en los bufalos (Benitez y Cetra, 2018). En la
Argentina trabajos realizados demostraron una prevalencia de B. bovis del 71.4% en
Bufalos de agua (Obregon et al., 2012).

La tripanosomiasis es una enfermedad hemoparasitaria causada por protozoos
flagelados, cuya clasificacion taxondmica corresponde al Philum : Protozoa, SubPhilum:
Mastigophora, Clase: Zoomastigophora, Orden : Kinetoplastidae. Estos microorganismos
son causantes de varias enfermedades en animales y humanos en &reas tropicales y
subtropicales de los continentes Africano, Asiatico y Americano La caracteristica
principal de estos hemoparasitos es la presencia de una organela llamada “quinetoplasto”
localizada en la base del flagelo que contiene el ADN mitocondrial (Vickerman, 1976).
Existen seis especies de Tripanosomas sp. que afectan a los rumiantes y se encuentran
localizados en la seccién Salivaria, siendo las mas importantes en América del Sur



Trypcmosomci vivax, Trypcmosomci e vane i, Trypanosoma theileri y en los equinos T.
equiperdum (Aguilar Machado Santos Silva et al., 2002).

Algunas de sus caracteristicas morfoldgicas incluyen poseer ndcleo, un flajelo y
una mitocondria que integra el cuerpo; complejo cinetoplasto integrado por el ADN
mitocondrial y cuerpo basal del flagelo, lo cual constituye la base de su aparato
locomotor. La morfologia de los tripomastigotes encontrados en el torrente sanguineo son
basicamente lancetados, con un cuerpo largo y plano. Cortado transversalmente es
eliptico u ovalado y sus extremidades son cénicas. La multiplicacién es por division
binaria (Aguilar Machado Santos Silva el ai, 2002).

Los miembros del género Trypanosoma son parasitos digenéticos y cuyo ciclo de
vida involucra a dos huéspedes. El huésped definitivo es un animal vertebrado y el
huésped intermediario estad representado por vectores hematdfagos, algunos autores
prefieren utilizar el término de inoculantes en lugar de vectores para referirse a la
transmision mecanica de los tripanosomas (Aguilar Machado Santos Silva et al, 2002).

Los tripanosomas requieren de un vector para transmitirse de un animal a otro. En
América los vectores mas importantes son Tabanus spplas moscas Stomoxys spp. y las
moscas de los establos (Stomoxis spp.) y por el uso de agujas hipodérmicas contaminadas
en mas de un animal durante campafias de vacunacion o practicas veterinarias. T.
evansi también puede ser transmitido por vampiros, que sirven ademas como reservorio y
como vector; este parasito puede ser transmitido directamente a través de la leche o
durante el coito (Aguilar Machado Santos Silva et al., 2002).

La enfermedad causada por los miembros del género Trypanosoma se caracteriza
por presentar formas agudas, cronicas y subcronicas, en las que el animal puede morir
subitamente. La sintomatologia clinica del trypanosoma evansi se caracteriza por la
aparicion de fiebre, anemia, pérdida de peso corporal, edema y ocasionalmente trastornos
locomotores (Aguilar Machado Santos Silva et al., 2002).

Para el diagnostico de esta enfermedad se pueden utilizar métodos directos
como la puncién de linfonddulos (principalmente el preescapular en bovinos), el frotis
fino, la gota gruesa y la técnica de Woo y Roger (1974) del microhematocrito o Buffy
Coat (capa (logistica), la cual es 100 veces mas sensible que el frotis tino de sangre por la
concentracion que se realiza como paso en el procesamiento siempre y cuando se procese
dentro de las 24 a 36 horas de extraidas las muestras por la sobrevida de los
Trypanosoma. Los métodos indirectos consisten en analisis seroldgicos a
través de Inmunofluorescencia indirecta, ELISA, entre otros. La caracterizacion
molecular a través de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es otra técnica
importante en la identificacion de los géneros y especies para el estudio
epidemioldgico de la enfermedad (Monzon et al., 1995b).



OBJETIVOS:
Objetivo general

» Diagnosticar hemoparasitos, principalmente Trypanosoma sp, en bufalos de la
provincia de Corrientes a través de técnicas hematologicas.

Objetivos particulares

» Obtener muestras de sangre de bdfalos.

» Determinar el hematocrito

» Procesar las muestras mediantes las técnicas de frotis fino

 Identificar microscOpicamente la presencia de hemoparasitos en las muestras
obtenidas.

» Relacionar las variantes con los posibles casos positivos.

MATERIALES Y METODOS

Las actividades del trabajo estdn enmarcadas dentro del proyecto de beca de
Pregrado de Ciencia y Técnica que me fué otorgado por Resolucion N° 459/20, a partir
del 01-03-2021 al 01-03-2022. El cual estaba inserto en el Proyecto de investigacion PI:
18B001, aprobado por Resolucion N°1101/18.

Durante mi beca se visitaron 5 establecimientos productores de bufalos en los
departamentos de General Paz, San Luis, Goya y Riachuelo de la provincia de Corrientes,
donde se muestrearon 49 bufalos de entre 5 a 15 afios. Desde el 01 de marzo del afio 2021
al 01 de marzo del afio 2022.

A los animales se les tom6 una gota de sangre periférica para realizar un frotis de
capa fina. También se rellend un tubo de microhematocrito con anticoagulante, el cual
fue utilizado para determinar el hematocrito y para realizar el extendido de la capa
flogistica Técnica de Woo and Roger (1974). Todas las muestras fueron enviadas y
procesadas en el Laboratorio de Servicios de Diagnosticos Parasitoldgicos de la Catedra
de Enfermedades Parasitarias, FCV-UNNE.

Técnicas:
- MICROHEMATOCRITO

Se introdujo el capilar en la muestra sanguinea con anti coagulante, hasta
completar el 75% del mismo, posteriormente se tap6 uno de los extremos con plastilina



y se centrifug6 a 15.000 rpm por 5 minutos. Posteriormente se determiné el porcentaje
con un lector de hematocrito.

- FROTIS

Se realizaron extendidos de sangre tanto con la gota de sangre fresca, como por el
método del microhematocrito de Woo and Roger (1974) el cual consiste en procesar la
muestra dentro de las 24 hs posteriores a la extraccion y una vez centrifugado el
microcapilar, se corta el mismo por encima de las células incluyendo la capa flogistica y
se realiza un frotis con el material, se fija y colorea con Giemsa al 10% para luego
observar a IOOx bajo microscopia.

RESULTADOS y DISCUSION

Se tomaron muestras de cuatro establecimientos productores de bufalos en
General Paz, San Luis, Goya y Riachuelo, provincia de Corrientes, siendo 49 las muestras
obtenidas (Imagen N° 1).

Imagen N° 1: Establecimiento “Las Palmas™, San Luis, Corrientes. Bufalos en el corral pre-
muestreo.

Los hematocritos obtenidos dieron un promedio del 37%, valor que se considera
dentro del rango normal para la especie bubalina (Tabla 1). Koza (2020) demuestra que el
hematocrito en esta especie es bastante variable, segin edad y condicion gestacional en
las hembras bubalinas, pudiendo ir de 33% a 39%.



E(S)?nalsgmtegéo % Ezzaﬁifgglel\r: ot © 1 o |Establecimiento | % E§tablecimiento %
caravana. hto. de caravan(:a. hto. | CIIAB hto. | Riachuelo hto.
F105 38 | Bufalal 28 | Bufalal 36 | Bufala 1l 39
F106 35 | Bufala2 32 | Bufala 2 35 | Bufala2 37
F107 39 |Bufala3 37 | Bufala 3 37 | Bufala3 39
W634 35 | Bufala4 35 | Bufala4 39 | Bufala 4 38
W622 33 |Bufala5s 37 | Bufala5s 29 | Bufala5 37
1899 39 |Bufala6 39 | Bufala 6 37 | Bufala 6 35
K163 34 | Bufala7 32 | Bufala7 39 | Bucerro 7 39
A860 33 | Bufala8 36 |Bufala8 39 | Bucerro 8 39
V50 38 | Bufala9 35 |Bufala9 27 | Bucerro9 37
V51 38 | Bufala 10 33 |Bufala0 37
BUCERRO 39 | Bucerro 11 35 |Bufalal 35
BUCERRA 35 | Bucerro 12 36 | Bufala2 36
BUCERRA B 35 | Bucerro 13 37 | Bufala3 38

Bufala 14 38

Tabla N° 1: Animales muestreados con sus respectivos valores de hematocrito.

Para realizar el frotis se tomé una gota de sangre de
punta de oreja (Imagen N°2), tanto para luego realizar
el extendido insi tu.

Imagen N° 2: Toma de muestra de sangre periférica en tubos
capilares, para lectura del hematocrito.

Una vez remitido al laboratorio se procedié a realizar los pasos de la técnica, los
cuales constaron de una fijacion y luego coloracion (Imagen N°3), para ser observados
posteriormente a |IOOX.



Imagen N°3: Frotis sanguineos coloreados, listos para ser
obsen’ados bajo el microscopio con aceite de inmersién y 100X.

Para la Técnica de Woo se tomd sangre perisférica, para luego centrifugarla en el
laboratorio (Imagen N°4 y 5) y realizar la observacién de la capa flojistica.

Imagen N°4: Tubos capilares en centrifuga. Imagen N°5: Centrifugado a 15.000 rpm durante 5 minutos

Tanto el frotis como la técnica de concentracion de Woo arrojaron resultados
negativos para los hemoparasitos (Tabla N°2). Osorio (2001) nombra que esto se puede
deber a varios factores, entre los que incluyen que durante la fase subclinica o
asintomatica de las enfermedades hemoparasitarias, los agentes patdgenos se encuentran
en muy bajas concentraciones en sangre periférica ya que tienen mayor predileccion por
los nodulos linféticos, mucosa ocular y liquido céfalo espinal.

’ valor _ Técnica de Woo and
Bufalos . Frotis Roger
treados promedio n= resultado d
mues deHto. |"N° S n= resultado
stablecim 100%
stablecimient ;
e Pal'm;S 13 35% | 15 | negativos | 15| 100% negativos
0,
Coembé 13 39% 13 ne;(;?i\/;os 13| 100% negativos
0,
CIIAB 14 36% 14 ne;(e)l?i\//oos 14| 100% negativos
0,
Riachuelo 9 38% 9 nezggi\f)os 9 | 100% negativos

~ Tabla N° 2: Establecimientos muestreadosy cantidad de animales.



Corona (2012) determindé que en establecimientos bubalinos, endémicos a
Anaplasmosis, hasta el 90% de los bdfalos pueden ser positivos, dato obtenido por nPCR,
pero por frotis solo el 9,6% de esos animales pudo ser detectado, ya que en los animales
portadores la parasitemia fluctua entre 10 y 10 El/ml de sangre (eritrocitos infectados
por mililitro de sangre) y a través de la técnica del frotis sanguineo se pueden detectar
niveles de parasitemia, superiores a 106.

En cuanto a Babesiosis, Obregdn (2012) describe una prevalencia para B. bovis del
71.4% en Bufalos de agua en algunas zonas de la Argentina. Y concuerda con varios
autores en que los bufalos son muy resistentes a la babesiosis y que generalmente padecen
de forma subclinica. Por esta situacién se considera que los bufalos sirven de reservorio a
estos hemoparasitos, facilitando su propagacién a los rebafios bovinos. El inconveniente
para la identificacion de animales portadores, es que los niveles de parasitemia
permanecen muy bajos fuera de la etapa aguda de la enfermedad.

Cardona y Alvarez (2012) revisaron y coinciden que ambas enfermedades son las
de mayor frecuencia dentro de los hemoparésitos en bufalos, siendo la anaplasmosis la
méas relevante. Cuando no cursan con la forma agua de anaplasmosis y babesiosis,
practicamente no hay sintomatologia clinica y el valor del hematocrito es muy variable en
bufalos parasitados, ya que se pudo observar que no siempre los animales positivos tienen
una disminucion del mismo.

En nuestro trabajo no pudimos detectar la presencia de ejemplares de
Trypanosoma sp. en las muestras obtenidas por la técnica de frotis sanguineos. Inclusive
con la técnica de Woo y Roger (1974) del microhematocrito o Buffy Coat (capa
flogistica), la cual es 100 veces mas sensible que el frotis fino de sangre por la
concentracion que se realiza como paso en el procesamiento siempre y cuando se procese
dentro de las 24 a 36 horas de extraidas las muestras por la sobrevida de los tripanosomas.

Sabemos que el bdfalo es susceptible a infectarse con T. evansi, ya que asi lo
demuestran estudios realizados en diferentes paises. Lun (1992) lo describe en China, en
Tailandia Lorh (1986) registraron abortos en bufalos por causa de T. evansi y en Filipinas
Dargantes (2009) describe zonas de baja y de alta prevalencia de la enfermedad por T.
evansi en bufalos variando de un 6% a un 100% la prevalencia en los mismos.

En cuanto a las infecciones por T. evansi, Monzon y Russo (1997) sostienen que
en la Argentina, ocurren principalmente en caballos y al norte del pais, donde hay
aproximadamente 1,000,000 de caballos. Utilizando una prueba de anticuerpos de
inmunofluorescencia (IFI) se estudiaron 800 sueros de caballos de 9 provincias en el norte
de Argentina. La prevalencia fue: en Jujuy 35%, Corrientes 33%, Formosa 29%, Chaco
22%, Salta 12%, Santa Fé 10% y Santiago del Estero 8%. En Formosa entre 1983-1985 se
detectaron 12 brotes por T. evansi, La prevalencia de la enfermedad en Formosa para los
afios 1983 a 1985 y segun lo determinado por IFI, fue del 19,3%. Mas recientemente,
aparecieron 8 brotes de Mal de Cadeiras en 1993 y 2 nuevos en 1995.



Monzoén (2010) reporta que los casos de tripanosomiasis en la Argentina fueron
por encima del paralelo 30° donde las grandes poblaciones de tabanidos que pululan en la
estacion célida (otofio y verano), especialmente en las zonas himedas y proporcionan
condiciones ecologicas favorables para la transmision, sin embargo, hasta el momento no
se han registrado casos de tripanosomiasis por T. evansi en bufalos.

Sin embargo, Monzén (2013) describe que en Brasil se reportaron brotes por T.
vivax, que luego de irrumpir en la regién semi-arida del nordeste, desaparecieron luego de
tres meses de su inicio, registrandose una rapida estabilidad enzodtica al igual que en otras
areas del mismo pais. En comparacion con la onda epizoo6tica de la tripanosomosis bovina
y bubalinas por T. vivax iniciada en Formosa - Argentina hacia finales del afio 2006 que
tuvo su mayor expresion en los afios 2007 y 2008 con un 7,7% y 15% de animales
infectados respectivamente; para descender gradualmente hasta hacerse indetectable por
los métodos parasitoldgicos convencionales hacia el afio 2012.

En Formosa, Monzén (2013) observo la evolucion de la enfermedad en 7537
bovinos analizados, donde un 10% fueron infectados con T. vivax y la mayor frecuencia
ocurrid en el primer y el segundo afio de iniciada la onda epizoo6tica; con un 7% y 15% de
positivos respectivamente; para descender a valores del 1% hacia el 4to y 5to afio y 0%
hacia el 6to afio. También se demostrd que entre los meses de noviembre a febrero se
presentaron la mayoria de los brotes de la enfermedad, en coincidencia con la época de
mayor precipitacion de lluvias para la region; proliferacion y abundancia de los dipteros
tabanideos transmisores. Los sintomas clinicos de los animales con T. vivax por su
caracter anemizante fueron similares al de otras enfermedades que se presentan en el
Norte de Argentina tales como Babesiosis, Anaplasmosis, Gastroenteritis Verminosa,
desnutricion y Enteque Seco producido esta ultima por la intoxicacion con plantas toxicas;
situacién que ameritan el diagndstico diferencial con estas enfermedades.

Osorio (2008) y Desquesnes (1995) citan que la evolucion del curso de esta
enfermedad obedece a un conjunto de variables que dependen de: los parasitos, los
agentes transmisores, la resistencia del hospedero, etc.; y en América del Sur a nivel
poblacional tiende a presentarse como ondas epizodticas con periodos de silencio para
reaparecer al cabo de cierto tiempo.

Es asi que Filippetti (2016), reportd en la provincia de Cérdoba un brote por T.
vivax, en relacion a un aumento de la presencia de vectores en el area. Posteriormente y
por los mismos motivos el SENAS A (2017) reporta el diagndéstico de la enfermedad en la
localidad de Castellanos, Santa Fé.

La transmision mecénica del T. vivax implica que el parasito en el vector no
modifica su estructura antigénica a diferencia de lo que ocurre en la transmision ciclica;
situacion que facilita al sistema inmune de los animales eliminar gradualmente la
infeccion por agotamiento del repertorio antigénico variable y esto hace que sea
indetectable por las técnicas hematoldgicas de observacion directa, como lo describe
Monzén (2008).



CONCLUSIONES

El trabajo se llevo a cabo con éxito, pudiendo tomar las muestras del ganado
bubalino y el hecho de que todas resultaron negativas a Trypanosoma sp. puede ser que
no estuvimos frente a un brote de la enfermedad.

Si bien estamos presente en una zona endémica de la enfermedad, para tener
obtener mejores resultados deberiamos recurrir a otros métodos mas sensibles que
consisten en la identificacion molecular a través de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), técnica importante en la identificaciéon de los géneros y especies para el
estudio epidemioldgico de la enfermedad (Monzon et al., 1995b).

Sabemos que el T. vivax fue reportado por primera vez en Brasil en las
proximidades de la ciudad de Belém en 1972 y veinticinco afios mas tarde se lo detecta en
la region del Pantanal produciendo elevada mortandad en rodeos de bovinos, para que
once afios mas tarde llegue a la Argentina. En Formosa la enfermedad se extendid
rapidamente en los bufalos y en menor medida en caprinos y ovinos. En forma simultanea
ocurria la notable expansién de este tripanosoma en el vecino pais de Brasil; en pequefios
rumiantes, en bovinos de carne, de leche y también en equinos. Si bien actualmente la
enfermedad se presenta en forma esporadica en la zona enzodtica del Pantanal, la
presentacion de brotes en las zonas indemnes provoca a lo largo del pais grandes pérdidas
en las principales especies. En base a este analisis epidemioldgico y dada la caracteristicas
ciclicas de la presentacion de enfermedad en América del Sur se sostiene que la
enfermedad en Argentina se extenderd inevitablemente a regiones no endémicas con alta
densidad ganadera como la Mesopotamia y la Llanura Pampeana donde en conjunto se
alberga el principal stock ganadero bovino de Argentina contandose en esta region
alrededor de 30 millones de bovinos (Rossanigo et al., 2012) y 85.378 cabezas bubalinas,
el 97% de la poblacién bubalina nacional (SENASA 2014), ademé&s de una importante
cantidad de otras especies sensibles como ovinos y cabras. Esta inmensa region ganadera
de Argentina también esta altamente infectada por dipteros tabanideos implicados como
los principales vectores mecanicos en la transmision del parésito (Monzén et al., 2013).

Por lo tanto, utilizar las técnicas adecuadas es una herramienta fundamental para el
estudio de esta enfermedad en zonas donde no ha sido reportada hasta el momento.
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