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Resumen

Este informe describe el segundo de una serie de estudios efectuados en México con respecto a
la inocuidad y potencia de la vacuna atenuada de Anaplasma marginale de la Universidad de Illinois.
En el experimento se incluyen 20 bovinos Hereford de 3 afios de edad. Diez de los animales fueron
vacunados y los restantes se dejaron sin vacunar como testigos. Todos los animales se mantuvieron en
unidades de aislamiento de el Instituto Nacional de Investigaciones Pecuarias (I.N.I.P.) en la ciudad
de México. La alimentacion proporcionada a los animales es la que se recomienda para alimentar
ganado adulto de carne en el periodo de engorda.

A los 5 meses y una semana después de la vacunacion los animales fueron desafiados con una
cepa virulenta de Anaplasma marginale aislada en México. La cepa del desafio se mantuvo, en ali-
cuotas de 1.0 ml en nitrogeno liquido. Se conoce la dosis suficiente para causar 100% de morbili-
dad y 80% de mortalidad en bovinos Hereford adultos. El desafio con esta cepa ofrecié 100% de
proteccion en mortalidad y 70% de proteccion para morbilidad en el grupo de animales vacunados,
comparados con 100%de mortalidad en el grupo control. La morbilidad en el 30% de los animales

fue de corta duracion y de rapida recuperacion.

Anaplasmosis es una enfermedad causada
por la rickettsia Anaplasrna marginale Ristic
(1968). La enfermedad es de distribucion
mundial y las pérdidas mas severas ocurren
en ganado vacuno que se encuentra en las
regiones tropicales y subtropicales. En la Ulti-
ma década se han obtenido considerables co-
nocimientos con respecto a las bases fisicoqui-
micas y propiedades seroldgicas de A. margi-
nale Ristic (1968); Ristic Osorno y Solana
(1973). Se conocen dos cepas virulentas de
Anaplasma, cada una de éstas posee diferen-
cias en cuanto a morfologia, antigenicidad, y
especificidad de huésped, se han identificado
ambas cepas en el hemisferio occidental, re-
presentado por el continente Americano en su
parte Norte y Sur; Espafia, C. y Espafia, E.
(1959); Espafia, C. y Espafia, E. (1963);
Kreier y Ristic (1963a) ; Kreier y Ristic
(1963b); Kreier y Ristic (1963c).
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La presencia de la Anaplasmosis en México,
se conoce desde el inicio de este siglo. La in-
cidencia més alta de esta enfermedad se en-
cuentra en areas con altitudes por debajo de
los 1,000 metros sobre el nivel del mar, es-
tando en directa relacion con la presencia de
vectores artropodos en esas regiones.

Estudios seroldgicos utilizando la prueba
de “aglutinaciéon en tubo capilar” (A.C.)
Morales, (1966); diferentes informes de cam-
po disponibles en la Secretaria de Agricul-
tura y Ganaderia; observaciones efectuadas
por Médicos Veterinarios y Ganaderos, han
mostrado que la anaplasmosis estd muy difun-
dida en gran parte del pais y que es una
de las enfermedades econémicamente mas im-
portantes en México. El control de la enfer-
medad a nivel nacional, utilizando agentes
quimioterapéuticos, resultaria demasiado cos-
toso ademas de ser poco practico. Toda la in-
formacion disponible y las experiencias de
campo, sugieren que la inmunoprofilaxis es
el Unico medio préctico para controlar la ana-
plasmosis en zonas endémicas.

Ristic, Sibinovic y Welter (1968), desarro-
llaron una vacuna atenuada por medio de la
adaptacion de una cepa virulenta denominada
Florida, de A. marginale en huésped que no
es bovino. Experimentos de campo y de la-
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boratorio, hechos con esta vacuna en los
Estados Unidos de Norteamérica, Taylor
(1969); Welter y Ristic (1970); Welter y
Woods (1963); en Perd, Castillo (1968);
Lora (1971); Lora y Koechlin (1969); en
México. Osorno, Pérez y Ristic (1973), han
demostrado que la respuesta inmunoldgica
inducida por esta vacuna es suficiente para
proteger bovinos adultos susceptibles contra el
desafio de cepas virulentas de Anaplasma en-
contradas en esos paises. Carson Adams y To-
dorovic (1970) compararon en Colombia al-
gunas propiedades antigénicas entre la cepa
atenuada y varias otras cepas virulentas, no
encontrando diferencias entre éstas. Reciente-
mente Kuttler (1972) inform6 que la cepa
atenuada de A. marginale fue notablemente
mejor en cuanto a inocuidad y a la induc-
cién de resistencia inmunoldgica, que una
cepa de A. centrale; esto concuerda con los
resultados de laboratorio y de campo, en los
cuales A. centrale y la cepa atenuada de A.
marginale fueron comparadas, inmunogénica-
mente en contra de una cepa de campo de
A. marginale de Perd, Lora (1971).

La administracion del organismo atenuado
no causé cambios adversos en el cuadro he-
matolégico, ni signos clinicos de la enferme-
dad, la proteccion al desafio fue completa;
por el contrario, las respuestas a la adminis-
tracion de A. centrale variaron desde la pre-
sentacion ligera de la enfermedad, hasta la
presentacién aguda de ésta, ademas no in-
dujo proteccién en contra de cepas domésti
cas de A. marginale.

El propdsito de este segundo trabajo de
una serie entre la Universidad de Illinois y
el Instituto Nacional de Investigaciones Pe-
cuarias fue el de investigar la inocuidad y
eficiencia de la vacuna atenuada de A. mar-
ginale para inducir proteccién en contra de
un desafio artificial con una cepa virulenta
de Anaplasma marginale de potencia conocida.

Material y métodos

La vacuna utilizada fue elaborada a partir
de una cepa de A. marginale atenuada, que se
referira como vacuna de anaplasmosis de la
Universidad de Illinois, desarrollada por Ris-
tic, Sibinovic y Welter (1968). La vacuna
fue producida en ovinos y se mantuvo en ali-
cuotas de 1 ml en nitrégeno liquido.
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La cepa de desafio: La cepa virulenta de
A. marginale fue aislada en México, con la
cual se inoculdé un becerro esplenectomizado.
Cuando la parasitemia alcanz6 un 30%, el ani-
mal fue desangrado asépticamente, los eritro-
citos fueron lavados y mas tarde se le agregé
un volumen igual de dimetil sulfoxido al 10%.
esta mezcla se dividié en alicuotas de 1 ml
y se mantuvo en nitrégeno liquido. La dosis
infectante 50% del organismo, fue determina-
da usando 6 grupos de 5 animales adultos
cada uno; 1 ml de esta cepa causé el 100%
de morbilidad y el 80% de mortalidad en
esos animales, Correa et al. (1972). La misma
dosis fue utilizada para desafiar a los anima-
les de este experimento.

Animales y Procedimientos de
Vacunacion y Desafio

Veinte bovinos Hereford adultos, provenien-
tes de una regidn libre de anaplasmosis,
fueron introducidos a las unidades de aisla-
miento del INIP en la Ciudad de México;
antes de utilizar estos animales en el experi-
mento, se les examind clinicamente, se esta-
blecié el nivel de hematocrito, se les estudio
microscépicamente los frotis sanguineos, tefii-
dos con Giemsa, y el suero sanguineo fue es-
tudiado con la prueba de aglutinacién capilar,
Ristic (1962).

Los animales fueron distribuidos en dos
grupos iguales, cada animal del primer grupo
fue vacunado por via intramuscular en ju-
nio de 1972, utilizando 1 ml de la vacuna.
Los animales del segundo grupo se dejaron
sin tratamiento, para que sirvieran como tes-
tigos, después de la fecha de vacunacion se
les tomd temperatura rectal diariamente, se
determind el hematocrito, y se estudié mi-
croscopicamente el frotis sanguineo; la prue-
ba de A.C., fue determinada 3 veces a la
semana hasta noviembre de 1972, cuando
todos los animales fueron inoculados subcuta-
neamente con 1 ml de la cepa del desafio.
Estudios clinicos hematoldgicos y examenes
microscopicos del frotis sanguineo, fueron
realizados diariamente después del desafio.
El experimento se consideré terminado cuan-
do los animales sobrevivientes recuperaron sus
condiciones clinicas normales.
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Resultados

Los valores de parasitemia de los animales
vacunados fluctuaron entre 1y 7%, obtenien-
do promedio de 2.2% entre la 4a. y 6a. se-
manas después de la vacunacién. Los anti-
cuerpos aglutinantes del suero, se determina-
ron por la prueba A.C. y fueron observados
inicialmente a partir de la 6a. semana des-
pués de haber administrado la vacuna. Los
anticuerpos persistieron durante todo el ex-
perimento. El valor del hematocrito, tempera-
tura rectal y en general la condicién clinica
de los animales vacunados, no se alteré du-
rante el periodo posterior a la vacunacién.

(Fig. 1).
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En los dias 25-30 después del desafio, se
observo en el grupo testigo, baja del hema-
tocrito, seguido por parasitemia en promedio
de 20% y alza de temperatura rectal con
temperatura promedio de 40.5° C. Seguida-
mente la parasitemia se incrementd hasta al-
canzar un promedio del 58% a los 37 dias
después del desafio (Fig. 2). La parasitemia
fue seguida por un descenso del hematocrito
y por una constante alza de temperatura con
promedio de 41.5° C a los 34 dias después
del desafio; la temperatura descendid, oscilan-
do a niveles subnormales durante los dias 37
y 41 (Fig. 3). Todos los animales testigos
mostraron signos clinicos severos de anaplas-
mosis, manifestados por: Anorexia, anemia.
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FIGURA 1. Respuesta a la vacunacion A. marginale

atenuada, hematocrito, temperatura rectal, parasi-

temia, aglutinacion de tubo capilar, en 10 bovinos
adultos Hereford.

Los animales del grupo control se mantu-
vieron también dentro de las instalaciones del
INIP en la Ciudad de México, sin presentar
cambios hematolégicos y serolégicos anorma-
les. La condicidén clinica en general de estos
animales se mantuvo en buena forma.
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ictericia, debilidad, emaciacién y deshidrata-
cién; 2 animales del grupo testigo, murieron los
dias 35 y 37 después del desafio, respec-
tivamente. Los animales restantes murieron
entre los dias 38 y 41. Los valores del
hematocrito del dia en que murieron estos ani-
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males variaron entre 11 y 17% (Fig. 4). La Discusién y conclusiones

parasitemia en el grupo vacunado, se pre-
sentd entre los dias 34 y 40 después del desa-
fio, alcanzando un promedio méaximo del
15% en el dia 38. El hematocrito descendid
de los valores normales un 10% y ocurrié

Los resultados de este experimento demos-
traron que la inmunidad conferida por la
vacuna atenuada de A. marginale fue sufi-
ciente para proteger bovinos susceptibles adul-
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FIGURA 2. Promedio de parasitemia en los bovinos
Hereford adultos vacunados y 10 testigos después
del desafio con la cepa mexicana virulenta
Anaplasma marginale.

tos contra la mortalidad en el 100% de los

en el dia 42 después del desafio. Tres de los
animales vacunados desarrollaron signos cli-
nicos de la enfermedad de la manera si-
guiente: En un animal se observd una tem-
peratura de 40.2° C durante un dia, los dos
animales restantes mostraron valores de he-
matocrito menores al 20% durante un pe-
riodo de 2 y 6 dias respectivamente, el ulti-
mo animal, mostré anorexia durante un dia y
debilidad durante 4 dias.
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animales contra la morbilidad en el 70% de
los casos.

La extrema virulencia de la cepa usada para
el desafio, fue comprobada por el hecho de
que todos los animales testigos murieron en-
tre los 10 dias posteriores de la presentacion
de los signos de la enfermedad.

La informacién aqui presentada con res-
pecto al comportamiento de la cepa virulenta
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FIGURA 3. Promedio de la temperatura rectal en 10

bovinos Hereford adultos vacunados

10 bovinos

Hereford adultos testigos después del desafio con
la cepa mexicana virulenta de
Anaplasma marginale.

de A. marginale es similar a la notificada
anteriormente por Correa et al. (1972), de-
mostrando que la virulencia de este organismo
puede ser preservada por periodos relativa-
mente largos de tiempo, si se mantiene en
nitrogeno liquido. La dosis de desafio utili-
zada en este experimento es poco probable
que se presente bajo condiciones naturales.
Se desconoce la existencia de algun informe
que describa un brote de anaplasmosis, en el
cual sucumbieran todos los animales por cau-
sa de esta enfermedad.

Se plantean 2 hipotesis con respecto a la
presencia de parasitemia y morbilidad en el
30% de los animales vacunados: Primero es
posible que animales con inmunidad natural
no hubieran resistido completamente el desa-
fio utilizado en este experimento. Esta su-
gerencia se basa en las observaciones anterio-
res en las cuales, animales que sobrevivieron
a la exposicion con el desafio utilizado an-
teriormente, desarrollaron signos de la enfer-
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medad durante el redesafio con el mismo
organismo, Correa et al. (1972), la otra po-
sibilidad es que la cepa atenuada vacunal de
A. marginale no es idéntica en todos los as-
pectos a las cepas de diversas localidades geo-
gréficas.

La cepa vacunal ha sido desarrollada por
el proceso de seleccion y adaptacién de A.
marginale virulenta, en un hospedador dife-
rente al bovino, este es, basicamente el primer
organismo artificialmente atenuado de la cepa
(Florida) virulenta de A. marginale. Este
ultimo organismo ha sido estudiado en varios
niveles con respecto.a sus propiedades estruc-
turales e inmunolcgicas, Ristic (1968).

Aparentemente existe otro organismo ate-
nuado y este es A. centrale que se presenta
en forma natural en Africa. Este organismo
ha sido importado a varios paises de latino-
américa y otros paises, en un esfuerzo para
valorar su eficacia como agente inmunopro-
filactico en contra de cepas de A. marginale
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FIGURA 4. Promedio de los valores del hematocrito
de los bovinos vacunados testigos, asi como la se-
cuencia de los animales muertos después del
desafio con la cepa mexicana virulenta de
Anaplasma marginale.

virulentas. Sin embargo, la inmunidad por
este agente no ha protegido a los bovinos
en contra de la morbilidad y mortalidad,
después del desafio con A. marginale, Lora
(1971); Lora y Koechlin (1969). En estu-
dios recientes A. centrale ha sido comparada
con la cepa atenuada de A. marginale, usada
en este estudio y de la cepa virulenta de A.
marginale con referencia a la produccion de
anticuerpos humorales que puedan ser detec-
tables por la prueba de fijacion de comple-
mento, Kuttler (1972). El organismo atenuado
de anaplasma ha demostrado ser inmuno-
légicamente superior, produciendo ademas, in-
fecciones mas ligeras que los otros dos orga-
nismos en animales esplenectomizados y no
esplenectomizados. Los resultados de estos
estudios concuerdan con los que se han obte-
nido en el campo, Osorno, Pérez y Ristic
(1973). Las éareas tropicales y subtropicales
son las localidades de mayor crecimiento para
la industria ganadera; la principal razéon de
la importacion continua de bovinos hacia
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estas areas desde las regiones centrales de
México, es la disponibilidad de los recursos
naturales; las pérdidas causadas por la mor-
bilidad de la anaplasmosis son muy altas, por
lo cual el uso de la vacuna en estas regiones
como medio inmunoprofilactico en contra de
la anaplasmosis, redundaria en un incremento
de la industria ganadera, y por ende, atrae-
ria mayores inversiones a estas zonas.

Summary

The report describes the first of a series
of studies conducted in México on the safety
and efficacy of the University of Illinois
attenuated Anaplasma marginale vaccine. The
experiment involves 20, 3 —year— old Here-
ford cattle. Ten of the animals were vaccinated
and the remaining 10 served as nonvaccinated
controls. All animals were maintained in iso-
lation units of the institute and fed dry feed
prescribed for raising prime beef cattle.
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At 5 months and 1 week after vaccination.
the animals were challenged with a virulent
Mexican anaplasma strain. The challenge
strain, maintained in 1 ml doses in liquid
nitrogen, had a standardized potency suffi-
cient to cause 100% morbidity and 80%,
mortality in 2 —year— old Hereford cattle.
The challenge with this strain afforded 100%
protection against mortality and 70%
protection against morbidity in the
vaccinated group as compared to 100%
mortality in the control group. The short-
lasting morbidity in 30% of the vaccinates was
followed by quick recovery.
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