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RESUMEN 

Garcia 0 M A, Angeles 0 L E, Hernandez S G, Garda T D, Aboytes T R, Rodriguez C S D. TI.!c. Pecu. Mex. 
Vol 36 No 3 1998 pp 197-202. El objetivo del estudio fue caracterizar la patogenicidad del aislado (MEX-17-029-01) 
de Anaplasma marginale recuperado de un caso clinico en Yautepec, Morelos. El aislado se inoculo en cuatro 
bovinos susceptibles, a una dosis de 1 X 10' eritrocitos infectados. El periodo de prepatencia en los cuatro animales 
Cue de 15 dias, alcanzando el mliximo porciento de eritrocitos infectados (pEl) de 21.4±13 (desviacion estandar) 
% a los 30 dias posinoculacion (dPl), disminuyendo a 51 % para el dPI 50. El volmnen celular agiomerado inicial 
(VCA) promedio fue de 41.8±3.1 %, valor que disminuyo basta 14.5±2 % a los 31 dPI, para recuperarse sOlo a 
32.8±5.5% a los 85 dPI. Solo tres de los animales presentaron fiebre (t;?:40 C) entre los dPI 24 y 39. Asimismo, se 
observo una ganancia de peso de 12.7±8.7kg en los primeros 13 dPI, contrastando con una perdida de 18±4.7 kg 
en los siguientes 28 dias (41 dPI), la recuperacion del peso fue muy lenm de am en adelante. Todos los animales 
mostraron depresion y palidez de mucosas, coincidentes con los valores mliximos de PEl y minimos de VCA. AI 
ELISA las muestras de los animales se presentaron negativas al inicio del experimento (0.09 densidad optica 
[D.O.]), alcanzando valores de entre 0.2 y 0.7 D.O. entre los dPI 29 y SO, valores que descendieron entre 0.2 y 0.5 
D.O. para el dPI 85. El aislado MEX-17-029-01 bajo estas condiciones, Cue capaz de inducir un cuadro clinico de 
tipo agudo en ell00% de los animales sin causar la muerte. 

PALABRAS CLAVE: Anaplasma marginale, Virulencia, Bovinos 

La anaplasmosis bovina es una enfennedad 
infecciosa caracterizada por producir 
perdidas notables en la produccion y esm 
considerada como uno de los mayores 
impedimentos en el mejoramiento genetico 
de hatos nativos de baja produccion en 
nuestro pais. En Mexico, la anaplasmosis 
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es producida por Anaplasma marginale, la 
especie mas dailina del genero (1). 
Se ha informado de la existencia de 
diversidad en el comportamiento cHnico de 
aislados de diferentes regiones de la 
rickettsia (2), que pudiera estar ligada a 
diferencias estructurales de las proteinas 
del microorganismo (3). Desafor­
tunadamente, A. marginale no ha podido 
ser tipificado por carecer de un sistema 
que pueda diferenciar aislados 0 cepas en 
forma sistematica. 

La importancia de tipificar la variabilidad 
que se presenta tanto en la virulencia como 
en el perfil molecular de cepas de regiones 
geogriificas diferentes del microorganismo 
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radica en la necesidad de establecer un 
banco de material criopreservado,· que 
posibilite la elaboracion de inmunogenos 
de caracteristicas conocidas. Por este 
motivo, el objetivo del presente trabajo fue 
el de caracterizar la virulencia en bovinos 
susceptibles de una cepa de Anaplasma 
marginate (MEX-17-029-01) colectada en 
el municipio de Yautepec, estado de 
Morelos como uno de los parametros a 
usar en un sistema para clasificar cepas 
aisladas de regiones geograficas distantes 
de este microorganismo. 

Para este proposito, el aisiado se reactivo 
de Ia criopreservacion mediante 
inoculacion consecutiva en dos bovinos 
encastados Bos taurus de menos de un ano, 
susceptibles, con un peso promedio de 140 
kg, libres de anticuerpos contra 
anaplasmosis, babesiosis y, negativos a las 
pruebas oficiales contra brucelosis y 
tuberculosis, esplenectomizados e 
inmunodeprimidos con dexametasona a la 
dosis terapeutica (Azium®, amablemente 
donado por el Dr. Jorge Luengo Creel, 
Laboratorios Schering Plough), del ultimo 
bovino se tomo sangre infectada y se 
inoculo 1 x 106 eritrocitos infectados en 
cada uno de cuatro bovinos Bos taurus de 
18 meses, susceptibles, con un peso 
promedio de 247 kg, libres de anticuerpos 
contra anaplasmosis, babesiosis y, 
negativos a las pruebas oficiales contra 
brucelosis y tuberculosis. Los animales se 
mantuvieron en los corrales del CENID­
PAVET en Jiutepec Mor. y recibieron agua 
y alimento ad livitum. Cada 48 horas, se 
midio la temperatura rectal y se tomaron 
muestras de sangre yugular en tubos al 
vacio con EDTA (Vacutainer®) para 
determinar el volumen celular aglomerado 
(VCA) y para la determinacion de la 

presencia de la rickettsia, asi como el 
porcentaje de eritrocitos infectados (PEl) 
en laminillas de sangre tenidas con 
colorante de Giemsa; cada 24 horas desde 
el momento de la deteccion de la rickettsia 
por microscopia optica. Muestras de 
plasma se procesaron por el ensayo de 
ELISA (4) para determinar la presencia 
de anticuerpos especificos. Los animales 
no recibieron quimioterapia y se permitio 
que el curso de la enfermedad se resolviera 
por si solo. 

EI periodo de prepatencia (tiempo desde 
la inoculacion hasta el momento en que se 
detectaron positivos a la rickettsia por 
microscopia por primera vez) en los cuatro 
animales fue de 15 dias, el periodo de 
incubacion (tiempo desde la inoculacion 
hasta momenta en que se observaron los 
signos clinicos), vario entre los animales, 
pero se presentaron en forma paraieia a 
la disminucion del VCA y al aumento del 
PEl (Fig. 1). Los animales alcanzaron 
21.4± 13 (desviacion esffindar) % como 
maximo PEl a los 30 dias posinoculaci6n 
(dPI), disminuyendo a::;1 % para el dPI 50. 
El VCA inicial promedio fue de 
41. 8 .1 %, valor que disminuyo hasta 
14.5±2 % (71 % de perdida; Cuadro 1) a 
los 31 dPI para recuperarse solo a 
32.8±5.5% hastalos 85 dPI. Laelevacion 
de Ia temperatura rectal no fue uniforme, 
sin embargo, tres animales presentaron 
fiebre (t :2: 40 C) entre los dPI 24 y 39. 
Asimismo, se observo una ganancia de 
peso de 12.7 ±8.7 kg en los primeros 13 
dPI, contrastando con una perdida de 
18±4.7 kg en los siguientes 28 dias (41 
dPI), la recuperacion del peso fue muy 
lenta de ahi en adelante. Al ensayo de 
ELISA (para IgG especifica) los sueros de 
los animales presentaron lecturas (0.013) 
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de densidad optic a (DO) por debajo a los 
valores de los controles negativos (0.09) 
al inicio del experimento, estos valores 
ascendieron a partir del dia 18 
gradualmente y alcanzaron valores 
max.imos de 0.5 en promedio (Fig. 1) para 
el dia 38. Individualmente se observaron 
variaciones interesantes que incluyeron el 

·descenso del VCA hasta 6%, mostrando 
una perdida de 83.3 % del valor inicial 
(Cuadro 1, bovino 8) y val ores de PEl tan 
alto como 41.6% (bovino 36); los valores 

maximos de DO de los sueros de los 
animales en forma individual vario de 0.454 
a 0.735 (Cuadro 1). A la observaci6n 
clinica, todos los animales mostraron 
depresion, anorexia y palidez de mucosas, 
coincidentes con los valores max.imos de 
PEl y minimos de VCA. El aislado MEX­
17-029-01 bajo estas condiciones, fue capaz 
de inducir un cuadro cHnico de tipo agudo 
en el100% de los animales experimentales 
sin causar la muerte. 

Cuadro 1. Valores criticos de los parametros en observacion. 

BoNo. 05 08 36 38 media S 

VCA inicial 40.9 37.9 45.0 43.5 41.83 3.12 
VCA minimo 15.6 6.3 11.1 14.8 11.95 4.25 
dia de menor VCA 31 37 33 31 33.00 2.83 
% de decremento 61.8 83.3 75.3 65.9 71.58 9.65 

Prepatencia 15 15 15 15 15.00 0.00 
PEl max. 18 28.5 41.6 16.8 26.23 11.52 
dia de PEl max 28 32 29 26 28.75 2.50 

Periodo con T > 40 C 0 29 - 39 29 24-38 24 - 39 
Dias con T>40 C 0 10 1 6 4.2 4.6 

DO inicial 0.021 0.009 0.012 0.01 0.013 0.005 
DO maxima 0.454 0.562 0.735 0.603 0.589 0.116 
Dia de DO max. 46 50 38 43 44.3 5.1 

Peso inicial 256 256 206 271 247.25 28.39 
Peso maximo 280 271 214 275 260.00 30.89 
Peso minimo 259 242 195 260 239.00 30.47 
Dif Pmax-Pmin 21 29 19 15 21.00 5.89 

Bovinos infectados experimentalmente con 1 x 10' eritrocitos infectados de la cepa MEX-17-029-01. 
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Figura 1. Promedios por grupo del volumen celular aglomerado (VCA), porciento 
de eritrocitos infectados (PEl) y valores de densidad optica (DO) de los animales 
infectados experimentalmente con el aislado MEX-17-029-01 
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En el presente estudio se observ6 un semejantes que en el presente estudio 
periodo de prepatencia (15 dfas) (Rodriguez y Col. datos no publicados). 
ligeramente superior al sefialado por otros 
autores para un aislado cubano (5), alin Aun cuando se ha propuesto que el 
cuando la dosis de inoculaci6n en el monitoreo de la elevaci6n de la 
presente experimento fue 150 veces Menor. temperatura rectal puede ser usado para 
La reducci6n del VCA en el presente predecir la presentaci6n del cuadra c1inico 
estudio (71 %) aunque pudiera considerarse tanto en babesiosis (7) como en 
de mayor relevancia en contraste con los anaplasmosis (5), en el presente estudio 
de ottos estudios donde se han usado dosis la presencia de temperaturas ~40 C no fue 
100 (5) y 800 (6) veces mayores, no se uniforme, ya que por un lado no todos los 
considera diferente ya que esta rnisma animales alcanzaran este valor, y por el 
cepa inoculada a una dosis de 1 x 108 otto los valores mas altos de temperatura 
eritrocitos infectados en bovinos de coincidieron con los de PEL EI indicador 
semejantes condiciones produce pcrdidas mas importante en el presente estudio para 
en el VCA y aumento del PEl muy la predicci6n de la presentaci6n del cuadro 
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clfnico agudo fue la disminuci6n del VCA, 
precisamente porque corre may 
paralelamente a la elevaci6n del PEL, por 
10 que en animales susceptibles 
introducidos a zonas endemic as es 
altamente recomendable monitorear este 
parametro. Es diffcil comparar los 
presentes resultados en otros sentidos con 
los de otras caracterizaciones biologicas 
hechas de aislados de otras partes del 
mundo, pues estas se han enfocado a la 
determinaci6n de la transmisibilidad por 
garrapatas y a la caracterizacion mediante 
anticuerpos monocionaies (8), mas que a 
las reacciones cHnicas en animaies 
susceptibies. En el presente trabajo se ha 
usado un esquema donde se ha iniciado con 
un aisiado criopreservado y su reactivaci6n 
utiliza la inoculaci6n en dos bovinos 
esplenectomizados, considerando que en 
ocasiones esta rickettsia, despues de 
mucho tiempo en congeIaci6n no alcanza 
a desarro liar PEL altos y se requiere un 
segundo bovino para implementar una fase 
de rapido crecimiento, tratando de imitar 
las condiciones de campo. De la misma 
forma, la dosis usada (1 x 106 globulos rojos 
infectados) trata de acercarse a un numero 
que puede ser mas parecido a 10 que en el 
campo puede recibir un bovino mediante 
inoculacion natural por picadura de 
insectos, garrapatas (8),0 por puncion no 
intencional con aguja hipodermica, aun 
cuando se sabe que 200 eritrocitos 
infectados . Este esquema sera usado en 
la caracterizaci6n de futur~s aislados en 
funci6n de que no todos ellos pueden ser 
trabajados al mismo tiempo 0 pasados en 
animales en el momenta de su 
recuperaci6n de casos clinicos. 
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BIOLOGICAL 
CHARACTERIZATION OF A 
MEXICAN Anaplasma marginale 
ISOLATE 

SUMMARY 

Garcia 0 M A, Angeles 0 L E, Hernandez S G, Garcia 
T D, Aboytes T R, Rodrignez C S D. Tee. Peen. Mex. 
Vol 36 No 31998 pp 197-202. The objective ofthe present 
work was to characterize the pathogenicity ofthe MEX­
17-029-01 Anaplasma marginaJe isolate recovered from 
an outbreak in Yautepec, Morelos. One million infected 
erythrocytes of the isolate were inoculated into each of 
four susceptible steers. The prepatence period for the 
four animals was 15 days. The mean maximum 
rickettsemia was 21.4± 13 (sd) % at 30 days 
posinoculation (dPi) waning to sl% by dPi 50. The 
initial packed cell volume (PCV) was 41.8±3.1 %, 
which decreased to 14.5±2 % by dPi 31 to recover only 
to 32.8±5.5% by dPi 85. Only three of the four bovines 
sufered fever (t<?:40 C) between dPi 24 and 39. There 
was a weight increment of 12.7 ± 8.7 kg along the first 
13 dPI, in contrast with a decrease of18±4.7 kg during 
the next 28 days (41 dPi) with a very slow recovery 
from then on. All four animals showed depression and 
pale mucous membranes which coincided with the 
maximum rickettsemia and lowest PCV. Serum samples 
from these animals at the ELISA test were negative at 
the begining of the experiment (0.09 optical density 
[OD]), and reached values ranging from 0.2 y 0.7 OD 
between dPi 29 and 50, waning to 0.2 DO by dPi 85. 
The MEX-17-029-01 A. marginale isoalte under the 
present conditions was capable of inducing a typical 
acute anaplasmosis syndrome in 100% of the inoculated 
bovines without causing death. 

KEYWORDS: Anaplasma marginale, Virulence. 



Miguel Angel Garcia Ortiz et al 

REFERENCIAS 

1. Osorno B M, 	 Ristic M. Anaplasmosis bovina con 
enfasis en control, diagnOstico, distribucion de la 
enfermedad en Mexico y uso de una vacuna atenuada 
de Anaplasma marginale. Vet. Mex. 1977. 8:85. 

2. 	 Kuttler K L, Zaugg J L, Johnson L.W. Serologic 
and clinical responses of premunized, vaccinated, 
and previously infected cattle to challenge exposure 
by two different Anaplasma marginale isolates. Am. 
J. Vet. Res.1984. 45:2223. 

3. Palmer G H, Barbet A F, Davis W C, McGuire T 
C. Immunization with an isolate-conunon surface 
protein protects cattle against anaplasmosis. 
Science. 1986j 231:1299. 

4. Tello-Robles M, Alvarez-Martinez J, Ramos-Aragon 
J, Aboytes-Thrres R, CantO-Alarcon G J. La prueba 
de ELISA en el diugnostico de la aD"plasmosis. Tec. 
Pecu. Mex. 1986j 52:45. 

5. Alonso M, Blandino T, Sanchez A. Caracterizacion 
de cepas de Anaplasma marginale. Rvta. Cub. Cienc. 
Vet.1989j 20:71. 

6. 	 Parker R J, Shepherd R K, Trueman K F, Jones G 
W, Kent A S, Polkinhorne I G. Susceptibility of 
80s taurus to Anaplasma marginale and Babesia 
bigemina infections. Vet. ParasitoI.1984/SSj 17:205. 

7. 	 Callow L L, Pepper P M. Measurement of and 
correlation between fever, changes in the packed 
cell volume and parasitaemia in the evaluation of 
the susceptibility of cattle to infection with Babesia 
argentina. Aust. Vet. J. 1974j 50:1. 

8. 	 Eriks I S, Stiller D, Goff W L, Panton M, Parish S 
M , McElwain T F, Palmer G H. Molecular and 
biological characterization of a newly isolated 
Allaplasma marginale strain. J. Vet. Diagn. Invest. 

202 


