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RESUMEN

Se estudi6 el rol epidemioldgico de la transmisién transplacentaria de
Anaplasma marginale en bovinos. Se analizaron muestras de sangre y suero de 731
vacas (167 prefiadas), de diferentes ecorregiones, Espinal (n= 347), Campos y
Malezales (n= 384) y 32 del Chaco himedo, sobrevivientes de un brote de anaplasmosis
mientras gestaban y de sus terneros. La proporcion de positivos (+) se determiné por las
pruebas seroldgicas Card test (CT) y C-ELISA. Se identific6 Anaplasma spp. por PCR-
mspS 'y se genotipificd A. marginale mediante PCR-mspla.

Vacas de la region Espinal fueron 30% CT+ y el 34% C-ELISA+
significativamente diferente (p<0.0001) de Campos y Malezales con 86% CT+ y 73%
C-ELISA+ con un riesgo de infeccion 5,2 veces mayor. PCR-msp5+ se encontré en un
79,4% de las hembras gestantes y en un 5,3% de los fetos, dos de ellos (1,5%) portaba A.
marginale (PCR-mspla).

Vacas de Chaco himedo fueron 63% CT+ y 81% C-ELISA+, el 100% de las
vacas y un 25% de los terneros fueron PCR-msp5+, un 15,6% de ellos portaba A.
marginale (PCR-mspla). Se encontraron nueve genotipos, y un ternero llevaba el
mismo que su madre. No se logré reproducir la enfermedad. De ocurrir, la transmisién

transplacentaria de A. marginale seria de escasa relevancia epidemioldgica.

Palabras clave: Anaplasma marginale, Transmision transplacentaria, ELISA, PCR,

Card Test, Genotipificacion.
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SUMMARY

The epidemiological role of trans-placental transmission of A. marginale in
cattle was studied. Blood and serum samples were taken from 731 cows (167 pregnant).
Cows came from different ecological regions (Espinal n= 347, Campos and Malezales
n= 384 Humid Chaco n= 32). All cows survived outbreaks of anaplasmosis while they
were pregnant. Two serological tests were performed: Card test (CT) and C-ELISA.
Anaplasma spp. was identified by PCR-msp5 and A. marginale was genotyped by PCR-
mspla.

Prevalence of CT and C-ELISA positive cows was higher on Campos and
Malezales (86 and 73% respectively) than on Espinal (30 and 34% respectively) (OR=
5,2 p<0.0001).

One and a half percent of fetus carried A. marginale. PCR-msp5+ was detected
on 132/167 (79,4%) pregnant cows and 7/132 (5,3%) fetus. Prevalence of CT and C-
ELISA on cows from Humid Chaco was 63% and 81%, respectively. All these cows
and 8 calves (25%) were PCR-msp5+, while 15,6% carried A. marginale.

Nine A. marginale genotypes were found. One calf carried the same genotype
that its mother. It was not possible to reproduce the disease. Trans-placental
transmission of A. marginale, may be sporadic and of little epidemiological

significance.

Keywords: Anaplasma marginale, trans-placental transmission, ELISA, PCR, Test

Card, Genotyping.

Xii



1. INTRODUCCION

La anaplasmosis de los bovinos es una enfermedad infecciosa de curso agudo a
crénico producida por un organismo perteneciente al orden Rickettssiales, familia
Anaplasmataceae, género Anaplasma (Dumler et al., 2001).

El agente etioldgico es Anaplasma marginale que causa enfermedad clinica en el
ganado bovino caracterizaindose por producir anemia, ictericia, fiebre, anorexia, aborto,
disminucién de la fertilidad, debilidad general y hasta muerte en caso agudos (Radostits
et al., 2002).

A. marginale infecta eritrocitos maduros a través de un proceso endocitico y se
reproducen por fisién binaria dando lugar a un corpusculo de inclusiéon formado por 2-8
corpusculos iniciales que se liberan mediante exocitosis e infectan a otros eritrocitos
duplicdndose cada 24-48 hs (Radostits et al., 2002). Si bien puede multiplicarse en otros
rumiantes como bufalos (Bubalus bubalis) y ovinos, la infecciéon es subclinica y su
importancia como reservorio de la enfermedad no parece ser significativa (Kuttler,
1984a).

El periodo de incubacién de la anaplasmosis oscila entre 2-6 semanas y la
duracién del mismo estd influida por la dosis de inoculacidn inicial que recibe el animal
(Gale et al., 1996). Los eritrocitos parasitados son eliminados por el sistema
reticuloendotelial dando como resultado el desarrollo de una leve o severa anemia e
ictericia sin hemoglobinuria, con la consiguiente aparicion de fiebre (Radostits et al.,
2002; Kocan et al., 2003; Baumgartner, 2005).

Hay una fuerte correlacién entre la edad del vacuno y la gravedad de la
enfermedad. Los animales jovenes, menores de un afio de edad, son mads resistentes a la

enfermedad clinica que los adultos, que generalmente presentan sintomas mas severos
1



(Jubb et al., 1991; Vanzini y Ramirez, 1994; Radostits et al., 2002; Kahn, 2007). Esto
se debe a que los anticuerpos ingeridos con el calostro protegen en gran medida a los
terneros de los efectos clinicos de la enfermedad (Potgieter y Stoltsz, 2004).

La enfermedad es endémica en dreas tropicales y subtropicales de todo el mundo,
incluyendo los cinco continentes (Radostits et al,, 2002) y la presencia de distintas
cepas de A. marginale se han demostrado en varios paises como EE.UU, Canad4,
México, Brasil, Puerto Rico, Cuba, Argentina, Espafia, Italia, Israel, China, Australia y
Sudéfrica (De la Fuente et al., 2007), extendiéndose aproximadamente entre los
paralelos 40° N a 32° S (Kahn, 2007). Aunque ocurren brotes esporadicos en zonas de
clima templado al norte y al sur por encima de estas latitudes, respectivamente
(Radostits et al., 2002).

La prevalencia de la infeccion en el ganado vacuno de zonas endémicas por lo
general es muy elevada, con tasas de seropositividad superiores al 60% y a menudo del
90%. La seropositividad es menor en dreas de transicion entre regiones endémicas y no
endémicas, con zonas de alta prevalencia en rodeos que generan una fuente constante de
infeccion y zonas de baja prevalencia en donde la anaplasmosis se presenta a menudo
como brotes clinicos en rodeos indemnes (Hungerford y Smith, 1997).

La gravedad de la enfermedad entre otros factores, probablemente sea
dependiente de la cepa actuante y no se considera de igual importancia en los distintos
pafses. En Norteamérica, algunos paises de Sudamérica y Africa, la distribucién es
amplia y las cepas actuantes son muy virulentas. En Australia, en cambio, la
anaplasmosis es una enfermedad relativamente leve (De Vos, 1992), representando
desde 1990 a 2002 un poco mds del 13% de casos confirmados y rara vez causa una

mortalidad significativa (Bock et al., 2003). Aislamientos de diferentes regiones
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geogréficas de Australia confirman una naturaleza conservada en el gen mspla, por el
cual se pueden diferenciar las distintas cepas de A. marginale, 1o que sugiere una
introduccién limitada de A. marginale en Australia (Lew et al., 2002). De la Fuente et al.
(2007), también reportan una sola cepa en aislamientos australianos, la cual coincide
con la encontrada por Lew et al., (2002). Esto hace que las vacunas australianas basadas
en Anaplasma centrale, proporcionen una inmunidad adecuada para prevenir la
enfermedad en la mayoria de los casos en este pais, pero a menudo son insuficientes
contra cepas antigénicamente diferentes y mds virulentas de otros paises (Bock y De
Vos, 2001).

La distribucién de la anaplasmosis en nuestro pais es de alrededor de 1.000.000
de km? (Figura 1) (Vanzini y Ramirez, 1994; Spith et al., 1994) en donde se encuentran
actualmente 19.140.739 bovinos equivalentes a un 37,8% del stock nacional (Rearte,
2010), pero podria modificarse debido al calentamiento del planeta que influye sobre el
movimiento de los vectores involucrados en la transmision de diferentes enfermedades
(Jonsson y Reid, 2000), aunque esto no sélo depende de los vectores propiamente
dichos, sino también de la existencia de hospedadores susceptibles, portadores y
condiciones ecoldgicas favorables (Kuttler et al., 1970; Palmer y McElwain, 1995).

Las pérdidas econdmicas debidas a la anaplasmosis se miden con varios
parametros dentro de los cuales se incluyen: pérdida de peso, reduccion de la

produccion de leche, aborto, costo de los tratamientos y mortalidad (Kocan et al., 2003).



Figura 1: Distribucion geografica de A.

marginale en la Argentina.

Fuente: Spith et al., 1994.
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1.1 Transmision de la anaplasmosis

1.1.1 Garrapatas: Distintas especies de garrapatas pueden actuar como transmisoras de

la enfermedad (Dermacentor, Rhipicephalus, Ixodes, Hyalomma, Ornithodoros) de

forma mecdnica o como vectores biologicos como en el caso de Dermacentor spp.

donde la transmision puede ocurrir intraestadio o transestadio y A. marginale cumple

parte de su ciclo, previo a la inoculacion en animales susceptibles (Kahn, 2007).

El desarrollo de A. marginale en las garrapatas es complejo y esta coordinado

con los ciclos de alimentacion de las mismas. Los eritrocitos infectados son ingeridos
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por la garrapata y los corpusculos de Anaplasma colonizan las células del intestino
donde se multiplican e infectan otros tejidos, incluyendo las glandulas salivales desde
donde las rickettsias se transmiten, via saliva, a los vertebrados susceptibles a la

enfermedad durante la alimentacién (Kocan et al., 2003).

1.1.2 Insectos hemato6fagos: La transmision mecdnica por algunas especies de Tabanus
es posible mediante la transferencia de eritrocitos infectados a través del aparato bucal
entre un animal portador y uno susceptible, la misma debe ocurrir en un lapso no mayor
de dos horas (Hawkins et al., 1982) siendo imprescindible que la sangre se mantenga
fresca (Aubry y Geale, 2011). Stomoxys calcitrans también puede transmitir A.
marginale (Potgieter et al., 1981).

No hay reportes de manifestaciones de enfermedades transmitidas por ninguna
especie de Haematobia, sin embargo, podria ser un potencial vector mecédnico de A.

marginale (Rodriguez Vivas y Dominguez Alpizar, 1998).

1.1.3 Fomites: La anaplasmosis se transfiere con relativa facilidad mediante objetos
inanimados que puedan traspasar eritrocitos infectados entre un animal enfermo y otro
susceptible cuando no se toman las medidas de higiene adecuadas. Al igual de lo que
ocurre en la transmision por insectos hemat6fagos, la sangre no debe secarse. Las
practicas veterinarias mds comunes incluyen transfusiones de sangre, descorne,
castracion, sefialado, tatuaje y la aguja hipodérmica de jeringas automaticas utilizadas
para la administracién masiva de vacunas, antiparasitarios o medicamentos (Kessler,

2001; Aubry y Geale, 2011).



1.1.4 Transplacentaria.

Este tipo de transmisién ha sido reportada en varias oportunidades en casos
experimentales pero con poca frecuencia en casos naturales. La transmision ocurre si al
momento de la infeccién, la madre estd cursando el segundo o tercer tercio de la
gestacion provocando el nacimiento de terneros con debilidad general, anemia e
ictericia, 6 muerte a los pocos dias de nacer (Calderén Gongalves et al., 2005).

En Argentina se han hecho investigaciones de transmision por garrapatas (Rios
et al., 1990; Aguirre et al., 1994; Gaido et al., 1995) pero no existen trabajos acerca de
la transmision vertical bajo condiciones naturales. Su implicancia en la epidemiologia
de la enfermedad todavia no se conoce con precision y no existe informacion local

acerca de la relevancia de este tipo de transmision.

Hipotesis:
La transmision transplacentaria de A. marginale en forma natural no tiene un rol

importante en la epidemiologia de la anaplasmosis.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo general:

Evaluacion del rol epidemiolégico de la transmision transplacentaria de A.
marginale en bovinos de distintas ecorregiones del NEA, donde la anaplasmosis es

endémica.



1.2.2 Objetivos especificos:
I- Evaluacién de la ocurrencia de transmision transplacentaria en hembras

bovinas de dos ecorregiones de la provincia de Corrientes.

2- Evaluacion de la ocurrencia de transmision transplacentaria en un rodeo de

cria con un brote reciente de anaplasmosis en la provincia del Chaco.

3- Caracterizacion genotipica de A. marginale en vacas prefiadas afectadas por el

brote de anaplasmosis y sus respectivos terneros.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Historia

Smith y Kilborne (1893) estudiando la fiebre de Texas (babesiosis) descubrieron
en los animales infectados cuerpos cocoides de 0,2 a 0,5 p de didmetro situados en el
margen de los glébulos rojos e interpretaron que estas formas distintas eran diferentes
etapas del ciclo de vida de la babesiosis.

En Sudafrica Theiler (1910), describié un pequefio agente en los eritrocitos de
bovinos afectados de anemia aguda y lo diferencié de la entidad patoldgica fiebre de
Texas. De acuerdo a sus caracteristicas tintoriales, describié un microorganismo carente
de citoplasma y ubicado en el margen del eritrocito por lo que propuso el término de A.
marginale. Un afio después describié una nueva especie de Anaplasma, a la cual por su
ubicacioén dentro del eritrocito, preferentemente central, denominé A. centrale (Theiler,

1911).

2.1.1 Taxonomia

La taxonomia del agente infeccioso ha ido cambiando a través del tiempo con el
conocimiento del microorganismo y los avances tecnolégicos.

Theiler (1910), luego de su descubrimiento propuso a A. marginale como un
pardsito protozoario endoglobular verdadero. Este punto de vista que generalmente fue
aceptado en el pasado con algunas objeciones, se basaba principalmente en que la
enfermedad presentaba signos clinicos similares a la babesiosis.

Philip (1957) observé que el microorganismo presentaba una estructura interna
semejante a la de las rickettsias por lo que lo incluy6 dentro del orden Rickettsiales, y

cred la familia Anaplasmataceae y el género Anaplasma.



Walker y Dumler (1996) mediante un andlisis filogenético, utilizando la
secuencia de la regién 16S del ARNr, cambiaron nuevamente su clasificacién y situaron
a A. marginale dentro del genogrupo Il de las Ehrlichias.

Actualmente basdndose en anélisis genéticos se propuso que se incluyeran en la
familia Anaplasmataceae especies del género Wolbachia, Ehrlichia y Neorickettsia,
conservando los géneros Anaplasma y Aegyptianella dentro de la familia. También se
incluyeron en el género Anaplasma a Ehrlichia phagocytophila, E. equis, E. bovis, E.
platys y E. granulocitica (Dumler et al., 2001). La clasificacion actual del orden

Rickettsiales con sus respectivas familias y géneros se detalla en la tabla 1.



Tabla 1: Clasificacién del Orden Rickettsiales (Kocan et al., 2004).

1. Orden Rickettsiales

1.1 Familia Rickettsiaceae: bacterias intracelulares obligadas que crecen libremente
en el citoplasma de las células hospedadoras eucaridticas

1.1.1 Género Rickettsia

1.1.2 Género Orientia

1.2 Familia Anaplasmataceae: bacterias intracelulares obligadas que se replican en
vacuolas derivadas de membrana, en el citoplasma de las células hospedadoras
eucarioticas

1.2.1 Género Anaplasma

Anaplasma marginale (tipo de especies)

Anaplasma centrale

Anaplasma ovis

Anaplasma bovis (antes Ehrlichia bovis)

Anaplasma phagocytophilum (antes Ehrlichia phagocytophilum, E. equi, agente de la
Ehrlichiosis Granulocitica Humana)

Anaplasma platys (antes Ehrlichia platys)

Aegyptianella (Género Incertae sedis debido a la falta de informacién de la secuencia)
1.2.2Género Ehrlichia

Ehrlichia chaffeensis

Ehrlichia ruminantium (antes Cowdria ruminantium)

Ehrlichia ewingii

Ehrlichia ovis

Ehrlichia canis

Ehrlichia muris

1.2.3 Género Neorickettsia

Neorickettsia helminthoeca

Neorickettsia risticii (antes Ehrlichia risticii)

Neorickettsia sennetsu (antes Ehrlichia sennetsu)

1.2.4 Género Wolbachia

Wolbachia pipientis
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2.2 Morfologia

Los anaplasmas, al igual que todas las Rickettsias, se caracterizan por no tener su
cromatina organizada en un ndcleo con membrana limitante y por carecer de reticulo
endoplasmico (Rodriguez et al., 2004).

En el ganado bovino, el unico sitio de desarrollo conocido de A. marginale es el
eritrocito (Kocan et al., 2000). Con tinciéon de Giemsa y observado al microscopio
optico este organismo aparece dentro de los eritrocitos como cuerpos redondeados de
0,2 a 1,0 p de didmetro que no muestran diferenciacion entre componentes nucleares y
citoplasmaticos, de color purpura rojizo, situados mayormente en el margen de los
eritrocitos o raramente en el centro (Kreier y Ristic, 1963) (Figura 2A).

Tefiidos con el colorante de Gram se presentan como pequefios cuerpos cocoides
de 0,3 a 0,8 p de didmetro Gram negativos (Amerault et al., 1973).

La microscopia electronica revela dos formas morfolégicamente distintas del
microorganismo: (1) los cldsicos corpusculos marginales denominados cuerpos de
inclusion y (2) los cuerpos iniciales. Cada cuerpo de inclusion contiene en su interior de
1 a 8 cuerpos iniciales que son las formas infectantes, cada uno de 0,3 a 0,4 p de
didmetro compuestos por densos agregados de un material granular fino embebido en
un plasma electro-lucido y limitados por una doble membrana (Ristic y Watrach, 1961)
(Figura 2B). La membrana externa que recubre los cuerpos iniciales formando una
vacuola intracitoplasmatica en los eritrocitos maduros es derivada de la membrana del

eritrocito (Francis et al., 1979).
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Figura 2: Eritrocitos bovinos infectados con A. marginale. (A) Cuerpos de inclusién
localizados en la periferia del eritrocito en una impronta de sangre tefiida. (B)

Micrografia electrénica donde se observa un cuerpo de inclusién que contiene cinco

cuerpos iniciales (Kocan et al., 2004).

2.3 Ciclo de vida

El desarrollo en la garrapata (Figura 3) comienza cuando ésta se alimenta con
sangre de animales portadores de Anaplasma spp., colonizan las células del intestino, en
donde se replican y pasan a otros tejidos incluyendo gldndulas salivales. Forman
colonias limitadas por una membrana donde en un primer estadio se encuentran las
formas reticuladas (vegetativas) que se dividen por fisién binaria generando colonias
que pueden contener centenares de organismos. Estos, pasan a una forma densa

(infectante) que son transmitidas por la garrapata cuando se alimentan via gldandula

salival (Kocan et al., 1996).
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Figura 3: Ciclo de A. marginale en el ganado bovino y la garrapata. Adaptado de

Kocan et al., 2003.
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En el hospedador vertebrado el desarrollo completo del agente infeccioso se

produce dentro del eritrocito maduro (Ristic y Watrach, 1963) y el ciclo comienza

cuando la forma infectante (corpuisculos iniciales) de 0,3 a 0,4 p penetra en el glébulo

rojo mediante endocitosis (Simpson ef al, 1967; Bauntgartner, 2005), proceso que

consiste en la invaginaciéon de la membrana citoplasmdtica con la consiguiente

formacién de una vacuola que contiene al organismo (Francis et al., 1979; Ristic et al.,

1981). Dentro de la vacuola el agente se multiplica sometiéndose a una serie de fisiones
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binarias para formar las estructuras conocidas como corpusculos de inclusién que estan
compuestos por 4 a 8 corpusculos iniciales (Potgieter, 2004) (Figura 4).

La salida de los corpusculos iniciales del eritrocito se produciria por exocitosis
sin generar la lisis del glébulo rojo a través de poros originados en la membrana por los
que salen las formas infectantes (Giardina et al., 1983; Erp y Fahrney, 1975). En
contraposicion, otros autores sefialan a la lisis celular como forma de liberacién del
agente (Bundza y Samagh, 1982).

Una vez que los corpusculos iniciales (formas infectantes) son liberados invaden
otros eritrocitos (Potgieter, 2004) incrementdndose al doble el nimero de eritrocitos

infectados cada 24 a 48 horas (Radostits et al., 2002).

Figura 4: Supuesto ciclo de desarrollo de A. marginale basado en evidencia estdtica
obtenida a partir de estudios de microscopia electrénica. Adaptado de Ristic y Carson,

1977.
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2.4 Patogenia

Después que el agente infeccioso ingresa al hospedador vertebrado, existe un
periodo prepatente hasta que los primeros eritrocitos infectados son detectados en los
extendidos de sangre. Esto es seguido por una fase patente en la que hay cada vez
mayor parasitemia y anemia, terminando ya sea en la muerte del animal o en su
convalecencia y recuperacion, desarrollando un estado de portador (Potgieter y Stoltsz,
2004).

Durante el periodo patente de la enfermedad los eritrocitos infectados son
eliminados rdpidamente de la circulacion por el sistema reticuloendotelial,
especialmente el bazo (Ristic, 1981). Esto hace que se produzcan alteraciones organicas
que estin relacionadas con una hiperactividad e hiperplasia de dicho sistema (Ristic,
1960). Si bien las células reticuloendoteliales estan presentes en todos los drganos son
mads abundantes en el bazo e higado; esto resulta en espleno y hepatomegalia con un
aumento de la friabilidad del bazo que predispone a su ruptura (Anziani et al., 1981).

La anemia se produce 1 a 6 dias después del pico de parasitemia y su aumento
puede persistir por 4 a 15 dias en donde se pueden perder hasta un 70% de los
eritrocitos circulantes (Ristic, 1981).

Baker et al.,, (1961), demostraron que la anemia se debe a un aumento en la
destrucciéon de los glébulos rojos. Utilizando eritrocitos marcados con cr'!
determinaron que la supervivencia de los mismos durante la crisis hemolitica en
terneros esplenectomizados e infectados experimentalmente con A. marginale era de 8 a
10 veces menor que el valor normal; ello se deberia a un incremento de similar
magnitud en el catabolismo de los eritrocitos por el sistema reticuloendotelial,

concluyendo que en la anaplasmosis la anemia se deberia a una aguda hemdlisis
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extravascular. De esta manera es posible explicar la ausencia de hemoglobinemia y
hemoglobinuria ya que los eritrocitos no son destruidos por hemdlisis intravascular,
sino que son retirados de la circulacion por fagocitosis extravascular (Baumgartner,
2005).

Como consecuencia de la elevada destruccién de glébulos rojos disminuyen los
valores de hemoglobina. El aumento del catabolismo de la hemoglobina produce un
aumento de la bilirrubina circulante, que supera la capacidad de conjugacién por parte
del higado para su excrecion como 4cidos y sales biliares. Cuanto mayor es la
destruccion de glébulos rojos mayor es la cantidad de bilirrubina sérica total y de
bilirrubina conjugada en los liquidos corporales, resultando el color amarillo
caracteristico de los distintos tejidos (ictericia). También son muy elevados los valores
de urobilindgeno fecal (Jones y Brock, 1966).

Esta fase aguda de la infeccion da lugar a un rdpido inicio de los signos clinicos
que se caracterizan por palidez de las mucosas, depresion, inapetencia, disminucién en
la produccion de leche, fiebre, éstasis ruminal, pérdida de peso, deshidratacion, ictericia
y hasta abortos en casos severos (Potgieter y Stoltsz, 2004).

En el ganado que sobrevive a la fase patente de la enfermedad, la convalecencia
comienza con una hematopoyesis acelerada caracterizada por reticulocitosis,
macrocitemia y granulopoyesis (Ristic, 1981). Es importante destacar que estos
animales siguen siendo persistentemente infectados con niveles a veces no detectables
microscopicamente (French et al,, 1998). Estos niveles de parasitemia que van desde
mas de 0,0025% a menos de 0,000025% son muy variables, tanto entre animales

portadores como dentro de un mismo individuo, lo que implica que en un determinado
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momento cada animal portador puede diferir significativamente en su capacidad de
transmitir la enfermedad (Eriks et al., 1989).

French et al, (1998) encontraron que los picos ciclicos de rickettsemia
responden al polimorfismo de la proteina principal de superficie (MSP-2), de la cual
surgen nuevas variantes que tienen que ser controladas por una poblacién de linfocitos
distinta en cada ciclo (Figura 5). Dicho hallazgo demuestra que las variantes
estructurales de MSP-2 que surgen durante cada ciclo de rikettsemia son variantes
antigénicas verdaderas y A. marginale 1o usa como un mecanismo de evasion del
sistema inmune y persistencia en el huésped (French et al, 1999). Esto seria
fundamental para la transmisién, ya que los animales que se recuperan de la infeccion
actian como reservorio para la transferencia mecénica de eritrocitos infectados y para la
adquisicion de la infeccion por las garrapatas (Palmer ez al., 1999).

Aunque los animales que han sobrevivido a la fase clinica de la enfermedad se
encuentran protegidos durante toda la vida, en condiciones de estrés u otra causa que
produzca una inmunosupresion pueden manifestar una recurrencia de la infeccién (Bock
y De Vos, 2001).

Figura 5: Ciclos de rickettsemia en animales persistentemente infectados (Palmer et al.,

1999).
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2.5 Inmunidad y resistencia
2.5.1 Resistencia natural

Es posible que la resistencia natural o innata se deba a caracteristicas genéticas
del propio individuo, asi como también a la raza y a la edad. Animales de todas las
edades son susceptibles a la infeccion, pero el incremento de la misma representa una
determinante importante en la gravedad de la presentacién clinica (Radostits et al.,
2002).

Tanto la parasitemia como la anemia es mds leve en los terneros jovenes después
de la infeccion experimental con cepas virulentas de A. marginale, aunque no se sabe
demasiado acerca de la resistencia juvenil a la anaplasmosis. Ristic (1981), sugiere
como posibles factores a: 1) la rapidez de la respuesta inmune que es mayor en animales
jovenes por la competencia de la funcién del timo, en particular por la inmunidad
mediada por células, 2) una vigorosa actividad eritropoyética de la medula 6sea y 3) un
papel protector por parte de la hemoglobina fetal.

Con respecto a los fendmenos de resistencia relativos a los biotipos, varios
autores han hecho comparaciones entre Bos indicus, Bos taurus y sus cruzas, pero no
hallaron evidencias significativas que avalen algin tipo de resistencia innata a la
infeccion con A. marginale (Wilson et al., 1980; Otim et al., 1980). Aunque es posible
que en 4dreas donde la garrapata es endémica Bos indicus no se afecte con tanta
frecuencia debido probablemente a su resistencia relativa frente a la infestacion intensa

por garrapatas (Radostits et al., 2002).
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2.5.2 Mecanismos de inmunidad adquirida

El concepto actual de inmunidad contra A. marginale, propone que la
eliminacion del agente infeccioso requiere la induccidon de altos niveles de anticuerpos,
especialmente IgG, dirigidos contra epitopes de superficie en combinacién con la
activacion de macréfagos para la opsonizacion y destruccién microbiana (Palmer et al.,
1999). El centro de este modelo son las células T cooperadoras CD4" (Th CD4") que
expresan interferon gamma (IFN-y), lo que aumenta la sintesis predominante de IgG
bovina opsonizante subclase IgG, y de forma concomitante activa los macréfagos
aumentando la expresion de receptores, la fagocitosis, la fusién fagolisosomal y la
liberacion de 6xido nitrico rickettsiacida (Potgieter y Stoltsz, 2004).

Se ha demostrado que la inmunizaciéon de ganado bovino con proteinas de
superficie de membrana purificadas de A. marginale induce una inmunidad sélida al
desafio homdlogo, en la que participan macréfagos, 1gG, e INF-y producido por los
linfocitos Th CD4" (Brown et al., 1998). Asimismo, se ha informado que la inoculacién
con Micobacterium phlei, un potente inductor de interleucina 12 (IL12) y células Th
CD4" que expresan INF-y incrementan de manera significativa el control inmunitario de
la rickettsemia aguda por A. marginale (Sharma, 1988).

El proceso de invasién del cuerpo inicial es mediado por la proteina de
superficie MSP1b que actia como adhesina, y parece tener afinidad exclusiva por el
eritrocito (De la Fuente et al., 2001).

El probable modo de accion de la respuesta se inciaria cuando los macréfagos
fagocitan y procesan los eritrocitos infectados para luego presentarlos en su superficie
asociados al complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase II en donde

pueden ser reconocidos por las células Th CD4" (Rodriguez Camarillo et al., 2004).
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Paralelamente, los linfocitos B, en concurrencia con las inmunoglobulinas de membrana
son capaces de detectar eritrocitos infectados y anaplasmas libres, procesarlos y
presentarlos en el CMH clase II de manera que los linfocitos Th2 puedan reconocerlos.
Los linfocitos Thl producen IL-2 e INF-y, el primero activa Thl y Th2, y el INF-y
activa a los macréfagos que provocan estimulacién de linfocitos Thl mediante
liberacion de IL-12 y muerte intracelular de microorganismos mediante liberacion de
oxido nitroso, factor de necrosis tumoral (TNF) y radicales reactivos del oxigeno. Los
linfocitos Th2, por produccién de IL-4 e IL-5 inducen a los linfocitos B para que
generen anticuerpos (IgG2), los cuales actian opsonizando eritrocitos infectados y no
infectados debido a que el microorganismo genera cambios en la membrana de los
mismos (Bautista-Grifas, 1996) (Figura 6).

A. marginale ha desarrollado mecanismos Unicos para persistir en el huésped,
que incluyen: la pérdida de lipopolisacdridos (LPS) y peptidoglicanos que activan los
mecanismos de defensa innatos, el establecimiento de la infeccién en el eritrocito
(célula no fagocitica que carece de CHM) y una extensa variacidon antigénica en
proteinas de superficie (MSP2 y MSP3) que permiten la evasion de la respuesta inmune

adaptativa (Brown, 2012).
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Figura 6: Probable modo de accién de la respuesta inmune contra la infeccién por A.

marginale. Modificado de Bautista-Grifas, 1996.

L4

ILS

L. TH2
L4

IFN- - T
A
A

MACROFAGO
A
CORLD) 1
&) AKX ¥

IL12 h
0 A A

= = 4 AA
- FAGOIITOSIS
oxiDo L ‘L
HITRO50 THF
/ RADICALES =
REACTIVOS Y

O (3/ LA REINVACISH  AGLUTIMACION
@ Gr/ OPSONOZACION

MUERTE INTRACELULAR
DE ANAPLASMA

2.6 Fuentes de infeccion y reservorios

La fuente de infeccion y/o reservorio ocupan un lugar de gran importancia en la
cadena epidemioldgica, ya que es el encargado de mantener la enfermedad en el rodeo.
En el caso de la anaplasmosis bovina tanto el ganado con enfermedad aguda como el
que presenta infeccion persistente (portador), sirven como reservorio de A. marginale ya
que a través de la sangre infectada se puede transmitir en forma mecanica o bioldgica
(Kocan et al., 2003).

A. marginale afecta principalmente a los bovinos pero también produce

infecciéon en otros mamiferos, especialmente ovinos, caprinos, bufalos y rumiantes
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silvestres. Kuttler (1984a) describi6 diferentes rumiantes silvestres africanos,
americanos y asidticos de los cuales se recobré A. marginale (generalmente luego de
inoculaciones experimentales) en los que produjo infecciones no aparentes o
subclinicas. La jirafa seria hasta el momento el tnico animal silvestre que puede
contraer anaplasmosis con sintomatologia clinica aunque no se logré determinar la
especie actuante. En la tabla 2 se listan las especies domésticas y silvestres susceptibles
a Anaplasma spp.

La enfermedad también se logré reproducir en el bisonte americano (Bison
bison) a partir de sangre bovina infectada, demostrandose la secuencia de infeccion
bovino-bisonte-bovino (Zaugg y Kuttler, 1985; Zaugg, 1986). Posteriormente, Zaugg
(1996) logro infectar en forma experimental alces (Cervus elaphus); aunque los mismos
no presentaron sintomatologia clinica.

En Estados Unidos, el ciervo de cola negra (Odocoileus hemionus columbianus)
parece constituir un reservorio de A. marginale mientras que en Sudéfrica existen

diversas especies de antilopes que desempefian un papel similar (Radostits ef al., 2002).
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Tabla 2: Animales domésticos y silvestres de América, Africa y Asia que pueden ser

potenciales reservorios de la enfermedad (Modificado: Kuttler, 1984a).

Especies domésticas

Anaplasma
spp-

A. marginale

A.ovis

A. centrale

Bovinos (Theiler, 1910, 1911)

+++

+/-

++

Ovinos (Donatien y Lestoquard, 1930;
Splitter et al., 1956; Gautam et al., 1970;
Ulienberg et al., 1979; Magonigle et al.,
1981; Vanzini y Ramirez, 1989)

++

Cabras (Mallick et al., 1979; Maas y
Buening, 1981b)

++

Caballos (Brion, 1943)

++

Bufalo de agua (Bubalus bubalis)
(Carpano, 1934; Gautam et al., 1970;
Singh y Gill, 1977)

Especies silvestres de
Norte América

Anaplasma
spp-

A. marginale

A.ovis

A. centrale

Bison (Bison bison) (Zaugg y Kuttler,
1985.; Zaugg, 1986)

+

Ciervo de cola blanca (Odocoileus
virginianus) (Kreier y Ristic, 1963b;
Roberts y Lancaster, 1963; Kuttler et al.,
1967, Lancaster et al., 1968; Kuttler,
1981a; Maas y Buening, 1981a; Smith er
al., 1982)

Ciervo mulo (Odocoileus hemionus
hemionus) (Howe et al., 1964; Howe y
Hepworth, 1965; Renshaw et al., 1977)

Ciervo de cola negra (Odocoileus
hemionus colombianus) (Boynton y
Woods, 1933, 1940; Christensen et al.,
1958; Osebold et al., 1959; Howarth et al.,
1969)

++

Antilope americano (Antilocapra
americana) (Howe et al., 1964; Howe y
Hepworth, 1965; Jacobson et al., 1977)

Ciervo de las Montaifias Rocosas

(Cervus elaphus nelsoni) (Post y Thomas,
1961; Howe et al., 1964; Magonigle y
Eckbland, 1979)

Musmon (Ovis canadensis canadensis)
(Howe et al., 1964)
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Especies silvestres de Africa y
Asia

Anaplasma
spp-

A.marginale

A.ovis

A.centrale

Bufalo cafre (Syncerus caffer) (Brocklesby y
Vidler, 1966; Potgieter, 1979)

+

Jirafa (Giraffa camelopardalis) (Brocklesby
y Vidler, 1966; Lohr y Meyer, 1973;
Agustyn y Bigalke, 1974; Lohr et al., 1974)

+++

Nu azul (Connochaetes taurinus) (Kuttler,
1965; Lohr y Meyer, 1973; Burridge, 1975)

Nu negro (Connochaetes gnu) (Neitz, 1935)

Kongoni (Alcelaphus buselaphus cokii)
(Lohr y Meyer, 1973)

Gacela de Thompson (Gzella thompsonii)
(Lohr y Meyer, 1973)

Blesbuck (Damaliscus albifrons) (Neitz y Du
Toit, 1932; Neitz, 1939)

Impala (Aepyceros melampus) (Kuttler,
1965; Lohr et al., 1974)

+/-

Antilope sable (Hippotragus niger) (Thomas
etal., 1982)

++

Gacela de Grant (Gazella grantii) (Lohr et
al., 1974)

Duiker gris (Sylvicapra grimmia grimmia)
(Neitz y Du Toit, 1932)

Antilope acudtico (Kobus ellisiprymnus)
(Kuttler, 1965; Lohr et al., 1974)

Ibex siberiano (Capra sibirica) (Matthews,
1978)

+++

Eland (Taurotragus oryx) (Lohr et al., 1974)

Alce (Alces alces) (Grobov, 1961)

+

+/-: Solo evidencia serologica. +: Infeccion subclinica con baja parasitemia.

+ +: Infeccidn y respuesta clinica suave. + + +: Infeccidn y respuesta clinica severa
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2.7 Transmision
2.7.1 Intrauterina

Ademds de la transmision por garrapatas, insectos hematéfagos y fomites,
existen registros que indican la existencia de transmision de A. marginale de vaca a feto
en condiciones experimentales. La inoculacion en vacas prefiadas en el dltimo tercio de
la gestacion indujo enfermedad clinica con alta parasitemia, y transmision
transplacentaria en dos de cinco animales, sugiriendo que el pasaje del agente ocurre
cerca de 15 dias pos inoculacion endovenosa (Swift y Paumer, 1976).

En otro estudio realizado en vacas infectadas en el ultimo tercio de la gestacion,
Fowler y Swift (1975) observaron transmision y aborto. La determinacion de las causas
de la muerte fetal con el posterior aborto fue atribuida a factores como la severa anemia
en la madre y la mayor demanda de oxigeno del feto en esta etapa de la gestacion (Swift
y Paumer, 1978). En casos de infecciones naturales con A. marginale se observo que la
gestacion llegé a término con el nacimiento de terneros débiles, anémicos e ictéricos y
una breve sobrevida, sugiriendo transmision transplacentaria (Bird, 1973; Paine y Miller,
1977; Norton et al., 1983; Calderon Gongalves et al., 2005).

Los anticuerpos calostrales provenientes de madres infectadas no parecen
proteger totalmente a la progenie, sino que prolongarian el periodo prepatente con
retraso de la anemia y del pico de parasitemia (Zaugg y Kuttler, 1984).

La inoculacién de sangre con A. marginale en terneros esplenectomizados,
obtenida de fetos en gestacion a los 40 y 56 dias después de la infeccion experimental
de sus madres en el segundo y tercer tercio de la gestacion, fue capaz de causar
anaplasmosis aguda. Sin embargo la sangre no fue infectante luego del nacimiento, lo

cual sugiere que la infeccion fue esterilizada in utero (Zaugg, 1985).
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Otros autores observaron transmision en terneros nacidos de madres portadoras
cronicas de A. marginale con un 15,6% de infecciones contraidas en el ttero (Potgieter
y Van Rensburg, 1987).

Bock et al. (2003) reportaron la presencia de A. marginale al esplenectomizar la
descendencia de una vaca criada en una zona infestada de garrapatas que se mantuvo
luego en una zona libre, asumiendo que el contagio se dio por via transplacentaria
durante dos generaciones.

En Cuba, se report6 un 86,4% de terneros positivos mediante extendidos
sanguineos dentro de las primeras 24 hs de vida. Los mismos eran hijos de vacas
portadoras que habian sufrido anaplasmosis clinica en los dltimos dos meses de la
gestacion y fueron tratadas con oxitetraciclina; concluyendo que la transmision podria
ser de gran importancia epizootioldgica en las condiciones del pais (Salaberria y Pino,
1988).

En Venezuela se evalud la presencia de A. marginale en terneros recién nacidos
y la respuesta de los anticuerpos a la enfermedad. Se observé una prevalencia del 100%
con parasitemias del 1 al 3% en los animales estabulados a los 30 dias de nacidos,
sugiriendo transmision transplacentaria y concluyendo que deberia ser tomada en cuenta
como factor de riesgo en zonas donde la anaplasmosis es endémica (Rey Valeir6n et al.,
2003). Posteriormente se evalud transmision vertical en hembras asintomdticas y sus
respectivas crias por medio de la técnica de PCR dando como resultado un 40% de
terneros positivos (la edad de los mismos variaba de 1 a 330 dias y todos los animales se
mantuvieron estabulados con el fin de evitar la transmision horizontal) concluyendo que

este tipo de transmision parece ser frecuente en esta region (Afiez-Rojas et al., 2010).
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En Brasil, 11 vacas en el dltimo tercio de la gestacion fueron inoculadas con A.
marginale y el 36% de los terneros resultaron serolégicamente positivos antes del
calostrado. En un trabajo realizado en frigorifico, sobre 97 sueros de fetos de entre 121
y 150 dias de gestacion provenientes de vacas portadoras de A. marginale, se encontré
un 2,1% de animales positivos mediante la técnica de DOT-ELISA (Ribeiro et al.,
1995).

Aunque los anticuerpos maternales no atraviesan la barrera placentaria bovina
normal, el feto es susceptible a la infeccion por A. marginale y es capaz de producir
anticuerpos entre los 100 a 140 dias de gestacion, por lo que los titulos de anticuerpos
encontrados en la sangre fetal son debido solamente a la respuesta inmunoldgica del
feto (Trueblood et al., 1971).

Hubbert et al. (1975) relacionan la tasa de transmision vertical y la variabilidad
genética de cepas de A. marginale con diferente afinidad por el feto.

Aunque varios autores han constatado la transmision vertical de la anaplasmosis,
no hay trabajos en nuestro pais que interpreten su importancia bajo condiciones
naturales, por lo que son necesarios estudios regionales para entender y cuantificar la

transmision de A. marginale (Guglielmone, 1995).

2.7.2 Garrapatas
Las garrapatas son de suma importancia en la medicina veterinaria debido a que
transmiten una gran variedad de microorganismos patégenos y actian como vectores de
enfermedades que afectan a humanos y animales (Jongejan y Uilenberg, 2004).
Aproximadamente unas 20 especies de garrapatas han sido incriminadas como

vectores transmisores de la enfermedad en todo el mundo (Dikmans, 1950; Ewing,
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1981). Kocan et al. (2004) presentan una lista de reportes de especies que actian como
vectores de A. marginale en la que se encuentran Boophilus (Rhipicephalus) spp.,
Dermacentor spp., Ixodes ricinus, Rhipicephalus spp. e Hyalomma rufipes.

La garrapata R. microplus, originalmente nativa del subcontinente indio, se ha
extendido con los bovinos y equinos por toda Asia tropical y subtropical, sudeste de
Africa, el Caribe, México y varios paises de América Central y del Sur (FAO, 1987;
The Center for Food Security & Public Health, 2007). Fue erradicada de los Estados
Unidos entre 1906 y 1943, pero algunas veces se la suele encontrar en zonas limitrofes
con México, como Texas o California. (The Center for Food Security & Public Health,
2007).

Introducida en el continente americano probablemente con la importacion de
vacunos en los siglos XVII o XVIII, se convirti6 en el pardsito mas perjudicial desde el
punto de vista econdmico en la mayoria de los paises americanos (Nufiez, 1994). Es la
especie mds importante en nuestro pais, afectando al ganado de las provincias de
Corrientes, Misiones, Chaco, Formosa, Santiago del Estero, parcialmente Tucuman,
Catamarca, Salta y zonas nortefias de Cérdoba y Santa Fe (Romano, 1994).

La transmision de A. marginale por R. microplus ha sido constatada por varios
autores tanto en forma transestadial como intraestadial (Connell y Hall, 1972; Leatch,
1973; Thompson y Roa, 1978; Mason y Normal, 1981; Dalgliesh y Stewart, 1983; Futse
et al, 2003). Aguirre et al. (1994) demostraron transmisién de la enfermedad con
adultos de R. microplus solamente cuando los animales portadores de los que se
alimentaban presentaban una parasitemia superior al 0,3%, llegando a la conclusién de

que la transmisiéon en condiciones naturales, depende de la tasa de migracion de la
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garrapata entre hospedadores susceptibles y del nivel de rickettsemia que presenten los
animales.

Ribeiro y Lima (1996) mediante técnicas de microscopia Optica y electrénica
demostraron desarrollo de colonias de A. marginale en células intestinales de R.
microplus.

Kessler (2001), basdndose en datos experimentales anteriores, considera a esta
garrapata como el principal vector bioldgico y transmisor de la enfermedad en Brasil.
Sin embargo, en otro estudio realizado en ese pais con una cepa de A. marginale con
apéndice, no se demostr6 la infeccion de células intestinales ni glandulas salivares en la
garrapata y las larvas originadas de las mismas no fueron infectantes cuando se
alimentaron en animales susceptibles, llegando a la conclusién de que R. microplus no
seria un vector bioldgico para este aislamiento (Gongalves Riuz et al., 2005). Asimismo,
otros informes consideran que la ruta principal de difusion de A. marginale en areas de
Centroamérica, Sudamérica y Africa es la mecénica ya que R. microplus no parece ser
un vector bioldgico en la transmision del agente (Kocan, et al, 2003; Kocan et al,
2010).

Los machos de Rhipicephalus spp. pueden tener, en condiciones naturales, un rol
importante en la transmision de A. marginale (Kocan et al., 2003; Potgieter y Stoltsz,
2004) ya que los mismos pueden sobrevivir en el ganado por periodos superiores a dos
meses (Potgieter y Stoltsz, 2004).

Pese a lo expresado anteriormente, algunos autores consideran que la
transmision de A. marginale por R. microplus podria tener una importancia menor de la

que se le atribuye (Rios et al., 1990; Coronado, 2001).
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La transmisién transovdrica en esta garrapata también genera ciertas
contradicciones ya que mientras varios trabajos experimentales avalan la teoria de que
no existe (Connell y Hall, 1972; Leatch, 1973; Thompson y Roa, 1978), L6pez Valencia
y Vizcaino Gerdts (1992) demostraron dicha transmisiéon en forma experimental
alimentando teleoginas de R. microplus a 28° C con 80% de humedad, en animales
infectados con una cepa silvestre, logrando la transmision transovdrica en la primera y
la segunda generacion de garrapatas. Shimada et al. (2004) utilizando larvas de R.
microphlus recogidas de wuna zona endémica y de garrapatas infectadas
experimentalmente en animales con baja parasitemia, demostraron mediante técnicas de
PCR, que las teleoginas incubadas a temperaturas de 18°C con un periodo mas largo de
oviposicion, fueron capaces de transmitir la infeccion a su descendencia.

La transmisién transestadial e intraestadial en R. annulatus también fue
demostrada en forma experimental (Samish et al., 1993).

Potgieter y Van Rensburg (1980) en condiciones de laboratorio reprodujeron la
enfermedad usando machos de R. simus. Estudios posteriores en R. simus lograron
demostrar la presencia de algunas colonias de A. marginale con matriz densa rodeadas
de pequeiias particulas electrodensas en células de gldndulas salivales (Potgieter et al.,
1983).

También fue reportado como transmisor transestadial de la enfermedad en forma
experimental Amblyomma neumanni (garrapata de tres hospedadores) comun en el
ganado de algunas regiones del noroeste de Argentina (Gaido et al., 1995).

El género Dermacentor spp., que es uno de los més estudiados, es de gran
importancia en partes de Norte América pero no se encuentra en el sur del continente

(Guglielmone, 1995).
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D. andersoni es el vector bioldgico de mayor importancia en los Estados Unidos,
esta especie de 3 hospedadores, como la mayoria de los Dermacentor americanos,
afecta rumiantes silvestres y domésticos; extendiéndose geograficamente desde el oeste
de Nebraska hasta las cascadas y montafias de Sierra Nevada, y desde el norte de
Arizona y Nuevo México hasta el oeste de Canadéd (FAO, 1987).

La transmisién del agente patdégeno en estas garrapatas, como en las demds
especies nombradas anteriormente también se puede dar en forma transestadial o
intraestadial (Eriks et al., 1993; Kocan et al., 1996).

La transmision transestadial se ha comprobado experimentalmente en garrapatas
D. andersoni y D. variabilis infectando ninfas y posteriormente reproduciendo la
enfermedad después de la muda a garrapatas adultas en animales susceptibles (Kocan et
al., 1980a; Kocan et al., 1981).

La transmision intraestadial ha sido probada en machos de D. andersoni (Zaugg
et al., 1986; Kocan et al., 1992a; Kocan et al., 1992b). Debido a que éstos presentan una
conducta de alimentacién intermitente y s6lo unas pocas garrapatas son suficientes para
transmitir la enfermedad, se sugiere que podrian tener un rol epidemiolégicamente
importante (Potgieter, 1979; Eriks et al, 1993). Coan et al. (1989) demostraron
experimentalmente que machos de D. andersoni infectados con una cepa de Idaho de A.
marginale se mantuvieron en el campo como vectores eficaces en la transmision de la
enfermedad al menos durante 120 dias. Estos datos demuestran que los machos de D.
andersoni son vectores eficientes de A. marginale y pueden ser potenciales reservorios
de la infeccion para los rumiantes durante periodos prolongados (Ge et al., 1996; Kocan

et al., 1992a; Kocan et al., 2004).
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Este tipo de transmision también ha sido demostrada en garrapatas machos de D.
occidentalis y D. albipictus (Stiller et al., 1983). Asimismo otro estudio hecho en
Europa senala que los machos de D. reticulatus son vectores competentes para la
transmisién de la enfermedad (Zivkovic et al., 2007).

Si bien la transmision transovdrica en Dermacentor ha sido informada por
Howell et al. (1941), otros autores no han podido demostrarla y consideran que no
existe (Kocan et al., 1981; Stich et al., 1989; Kocan et al., 2004).

Aunque se ha demostrado que varias cepas de A. marginale son infectantes para
estas garrapatas (Cepa Idaho, Virginia, Washington), otras aparentemente no las
infectan (Cepa Illinois y Florida) (Kocan et al., 1996). Smith et al. (1986) compararon
la capacidad de transmision de dos cepas de A. marginale (Illinois y Virginia) por D.
variabilis, logrando transmitir la enfermedad con la cepa de Virginia mientras que la
cepa de Illinois no se pudo transmitir luego de varios intentos.

Otros estudios evidenciaron la presencia de A. marginale en diferentes células de
Dermacentor spp., Kocan et al. (1980b) observaron A. marginale en células del epitelio
intestinal de ninfas y adultos de D. andersoni y D. variabilis. Posteriormente Stiller et al.
(1989) confirmaron mediante microscopia electronica caracteristicas morfologicas de
colonias de A. marginale en las glandulas salivares de D. andersoni, D. variabilis y D.

occidentalis.

2.7.3 Insectos hematofagos

En la transmision mecdnica se encuentran involucrados varios insectos y parece

razonable suponer que probablemente la mayoria de los insectos hematéfagos se pueden
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considerar como potenciales transmisores de la enfermedad, si las condiciones para su
alimentacién son Optimas y si estdn activos en un nimero suficiente (Piercy, 1956).

Potgieter et al. (1981) logré transmitir exitosamente la enfermedad con Stomoxys
calcitrans (mosca brava o de los establos) partiendo de animales esplenectomizados e
infectados experimentalmente, que presentaban un cuadro de anaplasmosis aguda.
Posteriormente, Scoles et al. (2005) demostraron que la transmision bioldgica por la
garrapata D. andersoni es considerablemente mas eficiente que la transmision mecénica
por S. calcitrans.

Hay suficiente evidencia, tanto experimental como epidemioldgica, para
identificar a los Tabanus spp. como vectores importantes en la naturaleza. Pero su
eficacia como agentes de transmision no sélo depende de la alimentacién y transferencia
sin retardo a animales susceptibles, sino que es notablemente mayor cuando la fuente de
infeccidon es un animal con anaplasmosis clinica en lugar de un portador crénico (Piercy,
1956). Esto es posible mediante la transferencia de eritrocitos infectados a través del
aparato bucal entre un animal portador y uno susceptible en un lapso no mayor de dos
horas, dependiendo también de la cantidad de picaduras en el animal (Hawkins et al.,
1982). Asimismo cuando se compar6 la eficiencia de transmision entre D. andersoni 'y
Tabanus fuscicostatus, la garrapata resultdé ser un mejor transmisor de A. marginale
(Scoles et al., 2008).

Hornok et al. (2008) en un intento de identificar el vector principal y las posibles
vias de transmision de Anaplasma spp. en Hungria, proporcionaron la primera evidencia
molecular de A. marginale en Tabanus bovinus considerandolo un potencial vector

mecanico de la enfermedad.

33



Los mosquitos pueden a veces ser responsables de la transmision natural de la
anaplasmosis y se indica que las especies del género Psorophora debido a su gran
tamafio, habitos de alimentacion voraz y prevalencia podrian ser las mds importantes.
Sin embargo no serian tan importantes en la difusion de la enfermedad y la transmisién

activa seria relativamente baja (Piercy, 1956).

2.7.4 Iatrogénica

Otra forma de transmisidn, no menos importante es la iatrogénica que se genera
con el uso de agujas no esterilizadas (extraccion de sangre, vacunaciones), instrumentos
para la aplicaciéon de caravanas, anillos nasales, equipos de tatuaje e intervenciones
quirurgicas (descorne, castracion, transferencia embrionaria) (Baumgartner, 2005;
Aubry y Geale, 2011).

Abdala et al. (1992) lograron transmitir la enfermedad en forma experimental
haciendo précticas de palpacion rectal en vacas Holando Argentino, llegando a la
conclusion de que dicha tarea sin la higiene adecuada también puede ser una fuente de
diseminacion de A. marginale.

Baumgatner et al. (1993) consiguieron experimentalmente reproducir la
enfermedad en terneros por via oral, con sangre infectada con A. marginale, informando
que posiblemente el agente también pueda penetrar en los animales por microlesiones

en las membranas mucosas de la cavidad oral.
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2.8 Biologia Molecular
2.8.1 Proteinas principales de superficie

El genoma de A. marginale es pequeiio y circular, cuenta con 1,2 — 1,6 Mb
(Meeus y Barbet, 2001). Aunque no cuenta con un gran tamafio geondmico, la bacteria
posee una amplia expresion de antigenos de superficie y sobre todo una gran
variabilidad de los mismos, ya sea en los diferentes ciclos de rickettsemia y/o en
diferentes aislamientos (Palmer et al., 2000).

Las proteinas principales de membrana (MSPs) estan formadas por un grupo de
cinco proteinas que se encuentran ubicadas en la membrana celular (Tebele et al., 1991)
e interactian a nivel del sistema inmunitario de los hospedadores. Estas proteinas
generan una respuesta inmune eficiente por lo que son utiles para el diagndstico o para

la prevencion de la anaplasmosis bovina (Barbet ez al., 1999).

2.8.1.1 MSP1
Esta proteina es un heterodimero formado por dos polipéptidos MSP1a y MSP1b,

ambos codificados por genes distintos. EI MSP1la estd codificado por un tnico gen
msplo 'y el MSP1b por dos genes, el msplf; y el msplf, (Barbet et al., 1987). La
proteina MSP1 tiene un peso molecular (PM) aproximado de 105 kDa, que puede variar
segtin el nimero de repeticiones que posea la porcidn variable de la secuencia (entre 28
y 29 aminodcidos) en la regién variable de la proteina (Allred et al., 1990). Esta
variacion de las repeticiones en tandem puede ser utilizada para comparar aislamientos
de diferentes zonas geograficas (Palmer et al, 1988; Allred et al., 1990). Se ha
comprobado que esta proteina se mantiene constante en los diferentes ciclos
(Rickettsemia) de A. marginale dentro del hospedador y también durante la transmisioén

por garrapatas como D. variabilis (Bowie et al., 2002).
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2.8.1.2 MSP2

Es una proteina de aproximadamente 36 kDa, cuyas subunidades se encuentran
unidas por puentes disulfuro (Palmer et al., 1988), y es codificada por una familia
multigénica msp2 (Palmer et al., 1994). Esta caracteristica le permite ser polimorfica y
expresar variaciones en cada ciclo de rickettsemia en animales con infeccidon persistente
(French et al., 1999; De la Fuente y Kocan, 2001; Barbet er al., 2001). Dichas
variaciones antigénicas entre ciclos de rickettsemia explican la persistencia de por vida
del A. marginale en los bovinos (French et al., 1999). Se considera también que esta
proteina estimula parcialmente el sistema inmunitario con aislamientos homoélogos y
heterdlogos (Palmer et al., 1988), debido a que comparten antigenos de membrana, lo

que explicaria la proteccion cruzada y parcial entre A. centrale y A. marginale.

2.8.1.3 MSP3

Esta proteina estd codificada por una familia multigénica, su PM es de
aproximadamente 86 kDa (Palmer y McElwain, 1995). Al igual que la proteina MSP2
tiene variaciones durante las rickettsemias (French et al., 1999) y también estd
involucrada en la respuesta inmune protectora que se genera en los animales expuestos
por primera vez al agente (Palmer et al., 1999). Presenta una gran variacién en su
estructura y en sus propiedades antigénicas en aislamientos de diferentes zonas

geograficas (Allegan y Barbet, 1996).

2.8.1.4 MSP4

Es una proteina codificada por un sélo gen, pesa aproximadamente 31 kD. Se

encuentra bien conservada, propiedad que le brinda un potencial importante para ser
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utilizada en la proteccion de los animales, caracteristica que no estd presente en las

proteinas de superficie con mucha variacion (Oberle et al., 1993).

2.8.1.5 MSP5

Esta proteina pesa aproximadamente 19 kDa, codificada por un dnico gen, es
una proteina que presenta una estructura constante debida posiblemente a la unién
disulfuro entre sus subunidades (Visser et al., 1992). Se encuentra muy bien conservada
en diferentes aislamientos de varios paises (Vidotto et al., 1994). Visser et al. (1992)
identificaron otra de las caracteristicas importantes de esta proteina, que se mantiene
constante en varias de las especies del género Anaplasma lo que podria sugerir la
importancia que tiene en el ciclo de vida de este agente. Se ha probado su utilidad para
el diagndstico seroldgico utilizando la técnica de ELISA de competicién basada en el
anticuerpo monoclonal AnaF16C1, y en el diagndstico molecular mediante la técnica de

PCR (Torioni de Echaide et al., 1998).

2.9 Diagnostico

Los sintomas clinicos mds caracteristicos de la enfermedad son anemia e
ictericia sin presencia de hemoglobinemia ni hemoglobinuria, lo que a menudo ayuda en
el diagnoéstico diferencial con la babesiosis. No obstante la enfermedad sélo se puede
confirmar mediante la identificacién del microorganismo causante (OIE, 2008).

En los animales muertos los hallazgos mds evidentes son emaciacion, ictericia,
palidez de tejidos, sangre poco espesa, higado aumentado de tamafio con una coloracién
anaranjada, vesicula biliar repleta con bilis espesa, esplenomegalia y pueden observarse

hemorragias miocardicas (Vanzini y Ramirez, 1994; Radostits et al., 2002).
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En base a los sintomas clinicos y a los hallazgos de la necropsia se puede arribar
a un diagndstico presuntivo que debe corroborarse mediante la presencia del agente
(Bauntgartner, 2005).

Una gran variedad de técnicas estdn disponibles para la confirmacién del

diagnostico clinico que se puede hacer en forma directa o indirecta.

2.9.1 Diagnéstico directo

Este se puede hacer mediante la busqueda de A. marginale en extendidos de
sangre de animales infectados durante la fase aguda de la enfermedad, tefiidos con
Giemsa, pero no es confiable para la deteccion en animales portadores (Aubry y Geale,
2011). También es posible hacer el diagndstico utilizando otras tinciones como
Romanowski, Wright o solucion al 3% de azul de toluidina (Bauntgartner, 2005). La
tincién de Diff-Quick, que se encuentra disponible en el mercado parece tener mejores
resultados que Giemsa y Wright-Giemsa ya que s6lo se necesita un tiempo muy corto
para tefiir los extendidos de sangre y permite un recuento de microorganismos mas
preciso (Donovan-Myhand e? al., 1984).

El método “Estdndar de Oro” considerado para demostrar que la sangre es libre
de A. marginale consiste en la subinoculacidén de sangre del animal sospechoso en un
ternero esplenectomizado que es altamente susceptible a la infeccion (Coetzee, et al.,
2006). En caso de haber recibido sangre infectada, se observard Anaplasma en los
extendidos de sangre del ternero esplenectomizado, por lo general en 4 semanas, auque
este periodo puede prolongarse a 8 semanas (OIE, 2008).

Otro de los métodos que permite detectar el agente en forma directa es la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a través de la identificacion del ADN, tanto
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en infecciones incipientes, agudas y cronicas de la enfermedad, donde los niveles de
rickettsemia pueden ser extremadamente bajos.

Varios tipos de PCR han sido aplicados en el diagndstico de la enfermedad.
Figueroa et al. (1993) desarrollaron una PCR multiplex para detecciéon de Babesia
bigemina, Babesia bovis y A. marginale; la sensibilidad analitica de esta prueba segtn
la evaluacion de hibridizacion de acidos nucleicos con sondas no radiactivas, fue de
0,00001% de eritrocitos infectados para las tres enfermedades en animales
persistentemente infectados.

Gale et al. (1996a) mediante técnicas de PCR simple y basdndose en deteccion
de niveles minimos de A. marginale presentes en sangre de animales portadores,
lograron un limite de sensibilidad de 0,00015% de parasitemia (24 eritrocitos infectados
por microlitro de sangre). Un método mas sensible para la deteccion de animales
portadores es la PCR anidada (n-PCR) ya que es capaz de detectar niveles de
0,0000001% (30 eritrocitos infectados por mililitro de sangre), en contraposicion con la
PCR simple que detecta 0,0001% usando la misma dilucién de eritrocitos infectados en
ambos casos (Torioni de Echaide et al., 1998).

Recientemente, también se ha aplicado la técnica de PCR en tiempo real (RT-
PCR) para el diagnostico de A. marginale, cuyo limite de deteccidon presenta una
concordancia de un 100% con el n-PCR (Carelli ef al., 2007; Decaro et al., 2008).

La técnica de Hibridizacién Reversa en Linea (RLBH) ha sido desarrollada para
la deteccion simultinea de agentes filogenéticamente relacionados, permitiendo
diferenciar géneros y especies de los microorganismos detectados. Para el diagndstico
del grupo Erlichia/Anaplasma se amplifica la region 16S rRNA y para el grupo

Theileria/Babesia se amplifica la region 18S rRNA (Schouls et al., 1999; Gubbels et al.,
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1999; Schnittger et al., 2004). Esta técnica es utilizada como una herramienta de
diagnostico o en estudios epidemioldgicos, consistiendo en un ensayo de PCR en el cual
el producto del mismo se acopla a una membrana unida a sondas especificas pudiendo

determinar el género y la especie a la que pertenece el agente en cuestion.

2.9.2 Diagnéstico indirecto

Para el diagndstico indirecto se han evaluado varias técnicas que son capaces de
detectar la presencia de anticuerpos, entre las que se pueden mencionar: fijacion del
complemento (FC), aglutinaciéon en placa (Card Test, CT), inmunofluorescencia
indirecta (IFI), enzimoinmunoensayo competitivo (C-ELISA), enzimoinmunoensayo
indirecto (I-ELISA) y enzimoinmunoensayo puntual (DOT-ELISA) entre otras. Por lo
general, excepto con los animales que han sido tratados o se encuentran en una fase
incipiente de la infeccién (< 14 dias), las pruebas seroldgicas preferidas para identificar
animales infectados son el C-ELISA o el CT (OIE, 2008).

La técnica de C-ELISA que se usa actualmente en bovinos se desarroll6 para la
deteccion especifica de anticuerpos anti-MSP5 de Anaplasma spp. (Knowles et al.,
1996; Torioni de Echaide et al., 1998). Esta se basa en una proteina principal de
superficie (MSP5) de 19 kDa, altamente conservada en las distintas especies de
Anaplasma que es reconocida por el anticuerpo monoclonal (AcM) AnaF16C1 (Vissner
et al., 1992). Fue validada en animales persistentemente infectados en forma natural de
una region endémica utilizando como prueba confirmatoria para los verdaderos
positivos y negativos una PCR anidada (n-PCR), en donde para un punto de corte de
28% de inhibicion (28% I) se obtuvo una sensibilidad de 96% y una especificidad de

95% (Torioni de Echaide et al., 1998).
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La prueba CT, fue desarrollada por Amerault y Roby (1968) y posteriormente se
modificé con la adicién de suero normal bovino, produciendo mejores resultados y
logrando una concordancia del 97% con la prueba de FC (Amarault et al., 1972). La
ventaja del CT es que es una técnica sensible, que se puede realizar en el laboratorio
proporcionando resultados en pocos minutos, pero algunas reacciones inespecificas y la
subjetividad de su interpretacion pueden ser un problema. Ademas, el antigeno para CT,
es dificil de preparar y puede variar entre lotes y de un laboratorio a otro (OIE, 2008).

Comparando las pruebas, el C-ELISA logré ser mds especifico que el CT y este
ultimo produjo mayores resultados sospechosos que el C-ELISA, trabajando con sueros
bovinos de una zona libre y de una zona endémica. La mayor concordancia posible
entre las dos pruebas fue de 91,5% y se logré usando un punto de corte en el C-ELISA
de 10% I (Molloy et al., 1999). C-ELISA es considerada como una alternativa util y
excelente para estudios epidemioldgicos, programas de erradicacion y regulacion
internacional de movimiento de ganado por la Organizacion Mundial de la Salud

Animal (OIE) (Torioni de Echaide et al., 1998; Molloy et al., 1999).

2.10 Control y prevencion

Las medidas de control contra la anaplasmosis no han cambiado notablemente
en los ultimos 60 afios. Varian con la localizacién geogréfica e incluyen el control de
artropodos mediante la aplicacion de acaricidas, la administracion profildctica de

antibioticos y la vacunacion preventiva (Kocan et al., 2010).
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2.10.1 Control de artrépodos

El control de artrépodos mediante la eliminacién de garrapatas y moscas, es una
labor intensiva y costosa. La contaminaciéon ambiental se estd convirtiendo en una
cuestion relevante y la aplicacion repetida de acaricidas puede dar como resultado
poblaciones de garrapatas y moscas resistentes (Kocan et al., 2000). Este método no es
practico en muchos aspectos y s6lo puede controlar parcialmente la transmision de A.
marginale, ya que a menudo la enfermedad se produce por transmision mecédnica de
sangre infectada a través de fomites cuando no se toman las medidas adecuadas de
higiene (Kocan et al., 2010).

Intentar prevenir la enfermedad controlando los transmisores es considerado
utopico, ya que éstos no estan definidos con certeza. Sin embargo aminorar los efectos
perniciosos de dipteros como tdbanos, mosquitos y mosca brava, deriva en beneficio
para el rebafio pero su efecto sobre la transmision horizontal de A. marginale es incierto

(Guglielmone, 1994).

2.10.2 Quimioprofilaxis

La quimioprofilaxis de la anaplasmosis estd basada en la administracion
continua o repetida de farmacos quimioterapéuticos para el control de las parasitemias
en bovinos naturalmente infectados (Potgieter y Stoltsz, 2004). El objetivo es la
prevencion de la anaplasmosis clinica, pero no impide que el ganado se convierta en
portador de la enfermedad (Kocan et al., 2000).

La administracion de tetraciclinas como procedimiento preventivo se ha
efectuado mediante inyecciones o por via oral a través de piensos medicamentosos en

algunas zonas de Estados Unidos, pero rara vez en otras zonas del mundo. Si bien el
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método puede utilizarse, es costoso y lleva al riesgo de desarrollar cepas resistentes,

aunque esto no ha sido reportado hasta la fecha (Kocan et al., 2000).

2.10.3 Vacunacion

La vacunacion ha sido una forma econdmica y eficaz para el control mundial de
la anaplasmosis en la especie bovina (Kocan et al, 2003) y la mayor parte de los
programas de control en las areas de enzootia se basa en el incremento de la resistencia
de los animales mediante la misma (Radostits et al., 2002).

Las vacunas para el control de la enfermedad se pueden dividir en dos grandes
grupos: vacunas vivas y vacunas muertas. Ambos tipos inducen inmunidad protectora
que reduce o previene la enfermedad clinica, pero no previenen que el ganado se
transforme en portador y sirva como reservorio de la infeccion (Kocan et al., 2003).

Es importante remarcar que distintos aislamientos geograficos de A. marginale a
menudo no dan una buena proteccion cruzada entre si, por lo que el uso de vacunas
puede estar restringido a una determinada region geografica (Kuttler et al., 1984b). Asi
que probablemente la gran diversidad genética de Anaplasma spp. influya en el
desarrollo de una vacuna efectiva para diferentes aislamientos geograficos (De la Fuente

et al., 2005).

2.10.3.1 Vacunas inactivadas

La utilizacion de vacunas vivas a base de A. centrale no estd permitida en los
Estados Unidos por ser exdtico. Esta prohibicion llevé a los investigadores a realizar
ingentes esfuerzos para desarrollar vacunas utilizando A. marginale inactivado y hacia

fines de los *60 una vacuna a base de A marginale atenuado la cual sélo fue utilizada en
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California (Aubry y Geale, 2011; Brown, 2012). A partir de la década de 1960 se
desarrollaron y comercializaron hasta 1999 vacunas muertas a base de A. marginale
(Kocan et al., 2003; Kocan et al., 2010), si bien en la actualidad hay una vacuna
aprobada por el USDA (United States Department of Agriculture) para uso
experimental que se distribuye en 14 estados (Luther, 2007).

La vacuna muerta fue la unica herramienta para la prevenciéon de la
anaplasmosis clinica en el centro-sur de los Estados Unidos, y aparentemente
proporcionaba una adecuada inmunidad (Kocan et. al., 2000), sin embargo, como esta
vacuna estaba contaminada con las membranas celulares de eritrocitos bovinos,
producia isoeritrolisis neonatal en algunos terneros luego de la ingestion de calostro de
madres inmunizadas (Kocan et al.,, 2000). Este inconveniente se podia reducir
vacunando sélo a las vacas no gestantes y evitando las revacunaciones (Radostits et al,
2002).

Las vacunas muertas tienen ventajas sobre las vivas, por su bajo riesgo de
contaminacion con agentes infecciosos no deseados, se pueden almacenar a bajo costo y
causan minimas reacciones después de la aplicacion. Aunque presentan las desventajas
de la necesidad de refuerzos anuales, un alto costo de purificacion y falta de proteccion
cruzada entre cepas de dreas geograficas distantes. Ademds la inmunidad protectora
conferida por las vacunas muertas es generalmente menor que la de las vacunas vivas
(Kocan et al., 2010), razoén por la cual posiblemente no se expandié su uso a otros

paises de América y no se encuentran avaladas por la OIE.
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2.10.3.2 Vacunas vivas

La vacuna con mayor difusion es la que contiene A. centrale, rickettsia de menor
patogenicidad para el bovino que el A. marginale pero con la capacidad de producir una
inmunidad parcial contra éste (Guglielmone, 1994; OIE, 2012). Dicha vacuna se prepara
a partir de sangre de terneros donantes esplenectomizados inoculados para tal fin y
causa una enfermedad leve o poco aparente, aunque en algunos animales puede producir
reacciones graves. La vacunacion con A. centrale reduce la gravedad de la reaccion
cuando los animales se infectan con cepas silvestres, pero no aporta una proteccion
absoluta (Radostits et al, 2002).

Este tipo de vacunas con A. centrale se utiliza en varias zonas del mundo,
incluyendo Africa, Australia, Israel y algunos paises de America Latina (Kocan et al.,
2010; Aubry y Geale, 2011).

Otro tipo de vacunas que estuvieron presentes en el mercado argentino,
corresponden a aquellas vacunas vivas que contienen A. marginale supuestamente
atenuados en su patogenicidad (Guglielmone, 1994). Estas cepas atenuadas por
irradiacion o por el paso sucesivo del microorganismo en otros huéspedes, como oveja o
ciervos, han sido consideradas para su uso, pero la proteccidon proporcionada por las
mismas es en general poco fiable (Kocan et al., 2010). Trabajos experimentales hechos
en Argentina demostraron que el uso de cepas atenuadas de A. marginale pueden
producir reacciones que no difieren de las producidas por cepas silvestres (Anziani et al.,
1981), por lo que existen dudas de que se comporten como tales en forma homogénea y

predecible (Guglielmone, 1994).
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2.11 Recomendaciones para la importacion de ganado bovino a paises libres

El cbédigo sanitario para los animales terrestres (11.1.2), presenta las
recomendaciones para paises libres de la enfermedad que realicen importaciones de
bovinos procedentes de paises considerados infectados de anaplasmosis, especificando
que los animales no presenten signos clinicos al momento del embarque, que hayan
nacido y permanecido en una zona libre de anaplasmosis durante los ultimos dos afios
con una prueba diagndstica negativa 30 dias previos al embarque y se encuentren libres

de garrapatas al momento del embarque (OIE, 2010).

2.12 Tratamiento

La terapéutica en el ganado bovino requiere de un tratamiento especifico, que se
basa en la supresion o eliminacién del pardsito, y uno de soporte para sustentar la
recuperacion del animal (Potgieter y Stoltsz, 2004).

Los farmacos mds utilizados para el tratamiento de la anaplasmosis son las
tetraciclinas y el imidocarbo. Anteriormente también se utilizaba la gloxazona, pero por
ser excesivamente toxica para las vacas en lactancia ya no se utiliza (FAO, 1988).

La dosis habitual indicada de oxitetraciclina para casos clinicos en condiciones
de campo es de 10-15 mg/kg cuando se utilizan férmulas al 5-10% o una dosis de 20
mg/kg si se utilizan formulaciones de accion prolongada (LA) (SENASA, 2006).

En el caso del dipropionato de imidocarbo, las dosis indicadas para el
tratamiento de la enfermedad son de 2,5 a 3,5 mg/kg. En Argentina se comercializa en

solucidn al 12% y se indica una dosis de 3 mg/kg (SENASA, 2006).
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A pesar de que muchos estudios han tratado de evaluar la eficacia de diferentes
drogas, principalmente las tetraciclinas para eliminar el estado de portador se han
encontrado resultados contradictorios (Aubry y Geale, 2011).

Cuando se transfieren animales de zonas endémicas a libres de la enfermedad, la
OIE recomienda esterilizar portadores mediante la aplicaciéon de oxitetraciclinas en
dosis de 22 mg/kg, durante 5 dias consecutivos, sin embargo este tratamiento no resultd
eficaz en infecciones experimentales con una cepa de A. marginale aislada en
Oklahoma (Coetzee et al., 2005).

También se utiliza como tratamiento esterilizante las oxitetraciclinas LA en 3
dosis de 20 mg/kg cada 3-4 dias (SENASA, 2006), o con una semana de intervalo entre
cada una, lo cual suele ser eficaz en la mayoria de los casos (Anziani y Abdala, 1986;
Vanzini y Ramirez, 1994b; Torioni y Echaide, 2003), pero no es un tratamiento fiable
para eliminar las infecciones persistentes en todo el ganado (Coetzee et al., 2006a).

En tratamientos a largo plazo para eliminacién de portadores se usaba la
clortetraciclina, para cuyo fin la recomendacion general era de 2,2 mg/kg durante 60
dias o 1,1 mg/kg durante 90 dias por via oral (FAO, 1988). Un trabajo posterior en
ganado alimentado con clortetraciclina en dosis de 4,4 mg/kg, 11 mg/kg y 22 mg/kg dia,
en el cual se midieron las concentraciones plasmdticas de la droga, fue eficaz para
esterilizar animales infectados con una cepa de A. marginale aislada en Virginia, dando
negativo a RT-PCR a los 49 dias de comenzado el tratamiento, corroborandose la
esterilizacion por subinoculacidn en novillos esplenectomizados y menciondndose como
importante para futuras estrategias de libre comercio entre paises y regiones con

contraste de endemicidad (Reinbold et al., 2010).
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Existen restricciones en el uso de las oxitetraciclinas en bovinos para carne, los
cuales no deben faenarse para consumo humano hasta transcurridos 10 dias si son
tratados con soluciones al 5%, 14 dias con soluciones al 15% y 28 dias si se utiliza una
LA. En leche las restricciones al consumo son 3 dias posteriores al tratamiento en
soluciones al 5% y 5 dias para soluciones al 10% (SENASA, 2006).

Para eliminar el estado de portador con dipropionato de imidocarbo, Radostits e?
al. (2002) sugiere utilizar 2 dosis de 5 mg/kg de peso corporal con un intervalo de 14
dias.

Otra de las drogas probada en el tratamiento de la anaplasmosis bovina es la
enrofloxacina, que ha sido eficaz utilizando 2 dosis de 10 mg/kg cada 24 hs en animales
infectados con una cepa Argentina de A. marginale (Guglielmone et al., 1996).
También ha sido efectivo el tratamiento con 2 dosis de 12,5 mg/kg de enrofloxacina
cada 48 hs en terneros esplenectomizados que presentaban un 25% de parasitemia, pero
este no elimina la infeccion persistente de los mismos (Coetzee y Apley, 2006).

Otros estudios en el cual se compararon tratamientos con oxitetraciclina,
imidocarbo y enrofloxacina en cultivos de eritrocitos infectados con aislamientos de
Virginia y Oklahoma, indican que la dosis de 1,0 pg/ml de imidocarbo en los dos
aislamientos y 4,0 ug/ml de enrofloxacina en el de Oklahoma durante 7 dias fueron
esterilizantes, siendo la oxitetraciclina el antimicrobiano menos eficaz en ambos casos
(Coetzee et al., 2006b; Coetzee et al., 2009).

El tratamiento de apoyo con carditonicos, antihistaminicos, soluciones
parenterales, vitaminicos y minerales es importante para la recuperacion del animal y
generalmente se realizan en el momento de la administracion de la medicacion

especifica sobre todo cuando se trabaja con bovinos para carne en condiciones
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extensivas (SENASA, 2006). Las transfusiones de sangre también estdn indicadas como
tratamiento de soporte en los animales con un hematocrito menor al 15% (Radostits et

al., 2002), pero no es de aplicacion masiva (Potgieter y Stoltsz, 2004).
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3. MATERIALES Y METODOS

Con el propdsito de determinar transmision vertical por via transplacentaria de A.
marginale se realizaron estudios en hembras bovinas procedentes de dos ecorregiones
de la provincia de Corrientes y de la ecorregion Chaco himedo del noreste argentino

donde la anaplasmosis es endémica.

3.1 Ecorregiones de la provincia de Corrientes
3.1.1 Ecorregion del Espinal: comprende las subregiones de afloramientos rocosos y
montes de iandubay que incluye a los departamentos Mercedes, Curuzi Cuatid y Monte
Caseros. El paisaje predominante es de llanura plana a suavemente ondulada ocupada
por bosques bajos, sabanas y pastizales hoy convertidos en gran parte a la agricultura.
En relacion a la presencia de garrapatas (R. microplus) segin el SENASA, en
esta region coexisten un drea indemne, conformada por establecimientos libres de
garrapata e interdictos por reinfestacion y una 4rea de erradicacién obligatoria, de
acuerdo a las normativas vigentes del plan nacional de control de la garrapata. Los

bovinos estudiados de esta ecorregion se faenaron en el frigorifico Mercedes.

3.1.2 Ecorregion de Campos y Malezales: comprende las subregiones campos de
malezal y lomadas lateriticas que incluye a los departamentos Gral. Alvear, Santo Tomé
e Ituzaingé. Esta ecorregion se caracteriza por ser una planicie sedimentaria con
escurrimientos lentos sin cauces definidos y presencia de bafiados que desaguan en los
rios Miriflay, Aguapey o directamente en el Uruguay. El control de la garrapata no es

obligatorio, sin embargo la poblacién de garrapatas tiene amplias variaciones en funcién
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de la magnitud de las precipitaciones. Los bovinos analizados de esta ecorregion se

faenaron en el frigorifico de Gdor. Virasoro.

3.1.3 Muestras

Se obtuvieron 731 muestras de sangre de hembras bovinas, de las cuales 347 se
extrajeron en el frigorifico Mercedes y 384 en el de Gdor. Virasoro. Ademads, se
tomaron en paralelo muestras de sangre y liquido amniético de las hembras prefiadas y

sangre de sus respectivos fetos.

3.1.4 Edad de gestacion del feto

Para determinar la edad de gestacion se utilizo la longitud occipito-coccigea de
los fetos, fijandose en 55 cm el limite para diferenciar el segundo tercio de gestacion del

tercero (Roberts, 1979) (Tabla 10).

3.1.5 Estudio epidemiolégico

Mediante un estudio transversal se evalud la proporcién de hembras positivas a
anaplasmosis ingresadas a cada frigorifico. Un nimero de muestras (n =322) de suero
bovinos se calculé en cada frigorifico para una prevalencia esperada del 70%
(Guglielmone, 1994) con un 5% de error y 95% de confianza. Los datos se analizaron

con el programa Infostat®.

3.2 Ecorregion del Chaco Hiimedo
El paisaje es un mosaico de franjas de tierras altas, bien drenadas, con bosques
acompainando el curso de los rios y alternando con interfluvios bajos de estero y cafiadas

con fisonomia de pastizal, sabana y pajonal.
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El estudio se realiz6 en un establecimiento ubicado en el departamento de
Presidencia de la Plaza en la provincia de Chaco (figura 7), donde se produjo un brote
de anaplasmosis en un lote de 63 vacas prefiadas que se encontraban en el segundo
tercio de la gestacion determinado por ecografia. El diagndstico se realiz6 en la E.E.A
INTA Mercedes, Corrientes, mediante extendidos de sangre tefiidos con Giemsa. El lote
completo fue tratado con oxitetraciclinas y s6lo 32 hembras lograron completar la

gestacion.

3.2.1 Muestras

Se obtuvieron muestras de sangre de las 32 vacas que completaron la gestacion
y de sus crias dentro de los primeros 6 dias post-parto. Debido a que la mayoria de los
teneros ya habia ingerido calostro al momento de tomar las muestras de sangre, la
transmision transplacentaria en estos animales fue evaluada solamente por técnicas

moleculares.
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Figura 7: Localizaciéon geogrifica de los departamentos de donde provinieron las

muestras

Frigorifico Mercedes

B Presidencia de la Plaza (Brote, Chacao)

- g::ta;n.ﬁ:mé}Ecurregiun campos
Gral. Alvear | ¥ malezales

B Mercedes .

® Curuzu Cuatia b ECOrregion del
Monte Caseros | ©Spinal

1-mm - Procedencia de bovinos faenados en frigorifico Mercedes, 2-mm=- Procedencia
de bovinos faecnados en frigorifico Gdor. Virasoro, 3-m- Rodeo bovino donde se registr6

el brote de anaplasmosis.

3.3 Muestras de Sangre:

Las muestras de sangre de las vacas y terneros se obtuvieron por puncién de la
vena yugular y la de los fetos por puncion cardiaca. Se utilizaron agujas y jeringas

estériles, descartables.
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3.3.1 Sangre con anticoagulante: La sangre entera se deposité en tubos con tapa rosca
de 15 ml conteniendo 1 ml 0,013 M de citrato de sodio al 3,8% y una vez
homogeneizada una parte se mantuvo a 4-8°C por un maximo de 4 dias hasta ser
inoculada en terneros esplenectomizados y la otra se conservé a —20°C hasta su

procesamiento mediante PCR.

3.3.2 Sangre sin anticoagulante: Se deposité en tubos de vidrio de 10 ml los cuales
después de formados los codgulos se centrifugaron a 1000 rpm durante 15 min para la

obtencidn de sus sueros, los que se acondicionaron en microviales y se conservaron a

-20°C hasta su procesamiento mediante las técnicas de CT y C-ELISA.

3.4 Terneros esplenectomizados

Se utilizaron 24 terneros nacidos y criados en zona libre de anaplasmosis.
Adicionalmente, previo a la esplenectomia se les realiz6 un andlisis serolégico (C-

ELISA) para verificar la seronegatividad a la enfermedad.

El protocolo anestésico consistié en sedacion y analgesia de los animales con
una dosis de xilasina al 2% de 1 ml/100 kg de peso vivo, seguido de una anestesia local
infiltrativa aplicando la técnica de Farquharson, que consiste en bloquear los nervios
tordxico 13 y lumbares 1, 2 y 3 con una dosis de 80 ml de lidocaina al 2%, la cual esta

indicada para laparotomias altas, medias y bajas (Garnero y Perusia, 2002).
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Para la esplenectomia de los animales se utilizé el procedimiento descripto en el
capitulo 10 del Manual Prictico de Campo de la Organizacién de las Naciones Unidas

para la Agricultura y la Alimentaciéon (FAO) (FAO, 1984).

3.5 Reproduccion de anaplasmosis
3.5.1 Subinoculacion con sangre de fetos

En cada visita a frigorifico se realizaron muestreos durante 3 dias consecutivos.
De cada feto se obtuvo 5 a 10 ml de sangre en forma aséptica la cual se mantuvo a 4—
8°C. Posteriormente, con el volumen individual obtenido se prepararon muestras
grupales (pools) de 2 a 12 animales (dependiendo del niimero muestreado en cada visita)
y luego se inoculd por via endovenosa en terneros esplenectomizados con el fin de
reproducir la enfermedad. El tiempo transcurrido entre la obtenciéon de la muestra y la
inoculaciéon del ternero esplenectomizado varié entre 1 a 4 dias. Los terneros

esplenectomizados inoculados se mantuvieron bajo vigilancia durante 90 dias.

3.5.2 Subinoculacion con sangre de terneros

De cada uno de los terneros nacidos de las vacas prefiadas del lote donde ocurrié
el brote de anaplasmosis se extrajeron 10 ml de sangre con anticoagulante. Las muestras
se mantuvieron refrigeradas a 4-8°C durante 1 a 2 dias y se formaron pools de 2 a 6
animales (dependiendo de los terneros nacidos por semana) que se inocularon por via
endovenosa en terneros esplenectomizados, los que se mantuvieron bajo vigilancia

durante 90 dias.
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3.5.3 Subinoculaciéon experimental de Anaplasma marginale en terneros

Con el propésito de determinar el tiempo transcurrido entre la inoculacion y la
primera deteccion de A. marginale por PCR, se inocularon por via subcutdnea dos
terneros (1 normal y otro esplenectomizado) con una cepa de A. marginale en dosis de
10° eritrocitos infectados. La sangre infectada, proveniente de una multiplicacion
experimental, estuvo conservada una semana a 4-8°C hasta el momento de su
inoculacién. A los terneros inoculados se les extrajo muestras de sangre entera con
citrato de sodio 0,013 M al 3,8% durante 10 dias consecutivos. LLas muestras se

conservaron a —20°C hasta su procesamiento.

3.6 Técnicas serolégicas para la deteccion de anticuerpos de Anaplasma spp.
3.6.1 Card Test modificado (CT)

La prueba de aglutinacion rapida en tarjeta descrita por Amerault y Roby (1968)
fue utilizada para demostrar la presencia de anticuerpos contra Anaplasma en el suero
sanguineo de todos los animales del experimento con algunas modificaciones (Echaide
et al., 1989).

La prueba consiste en una reaccion de conglutinacion donde actdan el
complemento y la conglutinina para que se produzca una aglutinacion visible entre el
antigeno y el anticuerpo. Brevemente, sobre una placa de vidrio se deposita por
separado, 15 pl de antigeno, 30 ul de suero a analizar y 30 pl de suero factor bovino
como fuente de complemento y conglutinina. Se homogeiniza con un mezclador, se
incuba en cdmara humeda a 25-26°C en agitacion continua a 100—110 rpm durante 4

min y se observa en un aglutinoscopio (IICA, 1989). En cada placa se incluyen sueros
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controles positivo y negativo. Se considerd positivo cuando se observaron grumos

francamente visibles inmediatamente de concluida la incubacidn.

3.6.2 Enzimoinmunoensayo de competicion (C-ELISA)

La prueba se realizé segun la técnica descripta por Torioni de Echaide et al.
(1998), basada en la proteina principal de superficie 5 (Major Surface Protein, MSP5)
de A. marginale, obtenida por recombinacion genética (rMSP5). Para revelar la
reaccion antigeno-anticuerpo se utilizé el anticuerpo monoclonal (AcM) AnaF16Cl1
especifico para un epitope de la rMSPS5, conjugado con peroxidasa (AnaF16Cl1-
Peroxidasa) y H,O,-ABTS (2,2-Azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-4cido sulfénico) como
substrato-cromégeno. El principio de la prueba se basa en poner en contacto el antigeno
y el suero bovino de modo que en presencia de anticuerpos especificos para Anaplasma
spp. se produzca la uniéon rMSP5-anticuerpos policlonales. Al agregar luego el
anticuerpo monoclonal conjugado (AnaF16C1-Peroxidasa) no encontrard su epitope
libre y serd eliminado con los lavados sucesivos, lo que se traducird en una falta de
desarrollo de color.

La lectura se realiz6 en un lector de ELISA (Labsystem Multiskan RC)
utilizando un filtro de 405 nm. Los resultados obtenidos en densidad optica (DO) se
expresaron en porcentaje de inhibicién (%I), en relacién al control de conjugado (CC)
que mide el grado de unién maximo entre el Ac monoclonal-peroxidasa y la proteina
rMSP5, que en presencia del sustrato representa el 100% de desarrollo de color, sin
inhibicion alguna (0% I). El CC constituye el valor de referencia del %I para los sueros
problema, segun la siguiente formula:

%I = (100 — DO suero problema) x 100 + DO CC.
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El limite entre negativo y positivo se estableci6 en > 28 %I.

Se utilizaron placas PolySorp (Nunc475094) fondo plano de 96 pocillos, en las
que se adsorbié 1 pg de antigeno (rMSP5-MBP) en 100 pl de buffer carbonato-
bicarbonato 0,05 M (pH 9,6). Las placas se mantuvieron 12 hs a 25°C y luego se
conservaron a -20°C. Para realizar la prueba las placas se descongelaron a 37°C durante
40 min y se bloquearon con PBS 0,5 M con 4% de leche descremada en polvo durante
40 min. Se realizaron 4 lavados con 200 ul de PBS 0,01 M y 0,05% tween-20. Luego se
agregaron 50 pl de cada suero y 50 ul de PBS 0,01 M-EDTA/EGTA 0,0075 M con 4%
de leche descremada, y se incubaron en agitacion a 28°C durante 40 min. Las placas se
lavaron como se describi6 anteriormente, se agregaron 100 pl de conjugado
(AnaF16C1-Peroxidasa) y se incubaron 40 min a 28°C. Después de 3 lavados se
agregaron 100 ul de sustrato-cromégeno (H,O,. ABTS) en buffer citrato 0,05 M
(pH=4,5) y las placas se incubaron a 28°C en agitacion. A los 4 minutos se realizo la
primera lectura, en un sistema dindmico en donde la lectura real es realizada
automaticamente cuando el CC alcanza una DO=1,00 + 20% con el programa SPEIA
1.03° (Walter Kelly, Agriculture Canda, 1991-98).

Como controles se utilizaron sueros de referencia de la FAO, un control positivo
fuerte (C++) y un control negativo (C-), ademds se evalud un control positivo débil (C+)

obtenido de un bovino inoculado con A. centrale y el CC mencionado anteriormente.

3.7 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
3.7.1 Extraccion de ADN mediante el método de fenol-cloroformo
Se extrajo ADN de las muestras de sangre completa. A tal fin 800 pl de sangre

se colocaron en tubos Eppendorf y se homogeneizaron con 1000 ul de buffer lisis para
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glébulos rojos, se mezclaron e incubaron 10 min a temperatura ambiente y se
centrifugaron por 15 min a 10.000 rpm. Se removié el sobrenadante cuidadosamente
con una pipeta dejando el sedimento. Se agregaron 1000 pl de agua destilada para lavar
el sedimento y se centrifugaron nuevamente a 10.000 rpm por 10 min. El lavado se
repitié hasta obtener el sobrenadante transparente. El sedimento se mezclé con 400 pl
de buffer lisis celular y 8 pl de proteinasa K (20 mg/ml) y se incubd 2 horas a 60°C.
Las muestras se refrigeraron 5-10 min y se mezclaron con 200 pl de CLNa 5 M, y 1
volumen (400 ul) de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1). Luego de una
vigorosa agitacion y centrifugacion a 14.000 rpm a 4-8°C por 10-15 min, se tomé cada
sobrenadante y se mezclé con 400 pl de isopropanol. Después de precipitar el ADN se
centrifugé a 14.000 rpm por 2 min. El sedimento se lavé con 400 pl de etanol 75% y se
centrifugé a 14.000 rpm por 2 min. Una vez seco el ADN se resuspendié en 100 ul de

agua destilada.

3.7.2 PCR msp5

Para la amplificacién de gen msp5 que codifica la proteina MSP-5 se utilizaron
los siguientes oligonucledtidos iniciadores (primers): mspS INT FOR 5’-
TACACGTGCCCTACCGACTTA-3’ y mspS EXT REV 5’-
TCCTCGCCTTGCCCCTCAGA-3’ (Torioni de Echaide et al., 1998). La reaccién se
llevé a cabo en un volumen final de 25 pl. La composicién de la mezcla para cada
muestra fue la siguiente: 10 ul buffer 5x (Promega), 2 ul dNTPs (10 mM, Promega),
0,5 pl de cada primer (20pmol/ul), 0,125 ul Taq Polimerasa (5U/ul, Promega), 11,875
ul de agua libre de DNAsas y RNAsas y 5 ul de la muestra de ADN. La amplificacion

se realizé en un termociclador MyCycler Thermal cycler (BioRad) con el siguiente
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protocolo de ciclado: 3 min a 94°C, 35 ciclos de 40 seg a 94°C, 40 seg a 58°C y 40 seg
a 72°C, seguido por la extension final de 10 min a 72°C.

Se utilizaron como templados controles positivos de A. marginale, S1A (aislada
en Salta y experimentalmente multiplicada en bovinos), controles negativos (B.
bigemina S3P, B. bovis M2P) y control de reactivos (agua destilada libre de DNAsas y
RNAsas). Luego de finalizada la amplificacién las muestras fueron sujetas a
electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, tefiidas con bromuro de etidio (Promega) y

visualizadas con luz UV.

3.7.3 PCR en tiempo real (RT-PCR)

A diferencia de la PCR comin, el producto de la PCR puede observarse a
medida que se produce la amplificacion del ADN. El producto es medido a través de la
temperatura de disociacion (Temperatura de melting “Tm”) y de la emisién de
fluorescencia, y no por tamano molecular por lo que no requiere andlisis por
electroforesis.

Esta técnica hace una deteccion y medicion de los productos generados en cada
ciclo de la PCR que son directamente proporcionales a la cantidad de moldes de ADN
disponibles antes del inicio y se basa en la deteccion de la sefial de fluorescencia
emitida durante cada ciclo en la fase exponencial de la reaccion (Ginzinger, 2002).

Con el propdsito de obtener una mayor sensibilidad se realiz6 una RT-PCR
semianidada (sn-RT-PCR) a partir de los amplicones obtenidos en la PCR convencional.

La reaccion fue llevada a cabo en un volumen final de 10 pl, en un
termociclador Rotor Gene Q (Qiagen®) 5-Plex HRM. Se utilizaron reactivos

comerciales (Byodynamics®), que contienen concentraciones optimizadas de Taq
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polimerasa, DNTPs y el fluorocromo Eva green en un buffer de PCR. La mezcla para
cada reaccion incluy6 5 pl de la mezcla real, 0,5 pl de cada primer (0,002 nM) y 2 ul de
ADN y agua destilada libre de DNAsas y RNAsas. El termociclador se programé segun
se describi6 para la PCR convencional y se utilizaron los mismos primers. Se analiz6 la
fluorescencia emitida (%) y la temperatura de disociacion (Tm) de los productos
amplificados, en relacion con las muestras de referencia analizadas en paralelo.

Interpretacion de los resultados: arbitriamente y en relacion a los controles positivos
y negativos se tomo una fluorescencia >20% y una Tm igual a la generada por la cepa

de referencia + 0.5°C, como especifica para Anaplasma spp.

3.7.4 Tipificacion molecular de A. marginale

La genotipificacion se realiz6 a través del gen mspla especifico para A.
marginale con el fin de conocer los genotipos en las vacas positivas y en sus fetos o en
sus terneros para establecer posibles asociaciones de valor epidemioldgico.

La bibliografia describe el uso del gen msp/a para la caracterizacién genotipica
de diferentes aislamientos de A. marginale (De la Fuente et al., 2007). En este trabajo
para la caracterizacién del gen mspla, se utilizaron primers disefiados por el grupo de
hemoparasitos del Instituto de Biotecnologia de INTA Castelar (2007). Este gen de 650
pb a 1100 pb codifica para el polipéptido MSP1a que junto con el polipéptido MSP1b
conforman el heterodimero denominado proteina principal de superficie o MSP1 (del
inglés, Major Surface Protein). La estructura util para discriminar entre aislamientos se
encuentra en la regién amino terminal de la proteina y esta constituida por secuencias
de 28 a 31 aminodcidos que se repiten en tandem de 1 a 10 veces. En funcion de esta

caracteristica y debido a la fuerte presion de seleccion ejercida por el sistema
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inmunitario del hospedador, es que esta proteina resulta en un valioso marcador de

diversidad genotipica de A. marginale.

3.7.5 Amplificacion del gen mspla

Para cada reaccion se utilizaron: 5 pl Buffer 10x (200 mM Tris-HCI1 pH 8,4,
500 mM KCl, Invitrogen®), 4 ul de DNTPs (10 mM, Promega), 3 ul de CI2Mg (50
mM, Invitrogen), 1 pl de cada primer (20 pmol/ul) MSPlal 5°-
ACCTCCGAGTAGTCTACCTTCGTT-3’, MSP1a2 5-
TGCATAAGCACGAGTCGTATGGAG-5’, 0,250 ul de Taq polimerasa (SU/ul,
Promega), 31,75 ul de agua libre de DNAsas y RNAsas, y 5 ul de la muestra de ADN
siendo el volumen final de reaccion de 50 pl.

La amplificacién de los productos de PCR se llevé a cabo en un termociclador
MyCycler Thermal cycler (BioRad) con el siguiente protocolo de ciclado: 3 min a 94°C,
35 ciclos de 30 seg a 94°C, 45 seg a 55°C y 1 min a 72°C seguido por una extension
final de 10 min a 72°C.

En algunos casos, a fin de aumentar la sensibilidad de la PCR, se realizé una
PCR semianidada (sn-PCR), basado en una segunda PCR a partir de los amplicones
obtenidos en la primera prueba y manteniendo las mismas condiciones fisico-quimicas,
partiendo de 2 pl de cada amplicon y usando el primer MSPlal y un nuevo reverso
MSP1a9 rev 5’-(CTCCCTGAGCAGCATAGACC-3’). Los productos de la sn-PCR
fueron analizados en un gel de agarosa al 1% y visualizados mediante la tincién con

0,025 M bromuro de etidio.
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3.7.6 Clonado

Los fragmentos de interés amplificados mediante PCR se clonaron utilizando el
plasmido pTOPO2 del sistema TOPO TA Cloning (Invitrogen®), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se obtuvieron los clones luego de la transformacién de E.
coli DH5a competentes utilizando el protocolo de transformacién quimica descripto en
el manual del sistema, segtiin protocolos estindar (Ausubel et al., 1994). De cada clon
bacteriano se purificaron los pldsmidos conteniendo la secuencia de interés utilizando el
sistema de purificacién de PROMEGA (Pure Yield™ Plasmid Miniprep System). Para
determinar la secuencia nucleotidica del fragmento de PCR y deducir la porcién de
proteina codificante conteniendo la regidn repetitiva, cada uno de los plasmidos fue
secuenciado (Unidad de Secuenciacién, Instituto de Biotecnologia, INTA). Las

secuencias se analizaron con el programa Vector NTI (Vector NTI® Software).

3.7.7 Secuenciacion de mspla

Las muestras positivas para mspla fueron secuenciadas utilizando el Dye
Terminador Cycle Sequencing Ready Reaction kit (ABI PRISM) en un secuenciador
Applied Biosystem 373A en el Ibiotec-Servicio Interno de Secuenciacién de ADN del
Instituto de Biotecnologia, INTA Castelar. Las secuencias obtenidas fueron procesadas
utilizando el software STADEN package (Source Forge Project).

Los genotipos fueron definidos segin el nimero de bloques y la secuencia de

los mismos en la regién amino terminal de la proteina.
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3.8 Analisis estadistico

La unidad de andlisis fue el animal muestreado, la variable dependiente es
dicotomica (serologia positiva o negativa a anaplasmosis) y los factores de riesgo el
frigorifico donde fueron faenados, asumiéndose éste como indicativo de origen
geografico y el estado fisiologico en relacion a estado de gestacion prefiada o vacia.

El analisis estadistico inicial se efectué mediante el test de Chi-cuadrado, odds
ratio e intervalo de confianza exacto del 95% utilizando el programa Infostat®.

Para cuantificar el riesgo asociado a positividad por ELISA, se efectué el
andlisis en dos etapas. En la primera, ambas variables independientes o factores de
riesgo (Localizacion geografica y Estado de gestacion) fueron comparadas con la
variable dependiente (positividad por ELISA) por medio de Xz. En la segunda, se
efectud una regresion logistica con el diagnostico de anaplasmosis (positivo/negativo)
como variable dependiente. El método de estimacion fue el de las probabilidades
maximas (“maximun likelthood”) con un criterio de convergencia de 0,01 para un
maximo de 10 interacciones. So6lo las variables asociadas con la variable dependiente

luego del X2 con un p< 0,20 fueron ofrecidas al modelo (Hosmer y Lemeshow, 1989).
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4.1 Deteccion de la enfermedad mediante técnicas serolégicas

4.1.1 Ecorregion del espinal

4. RESULTADOS

De las 347 hembras ingresadas a frigorifico (provenientes de los departamentos

Monte Caseros, Curuzi Cuatid y Mercedes) un 30% (105 vacas) fueron positivas a CT y

un 34% (117 vacas) a C-ELISA (Tabla 3).

Tabla 3: Proporcion de hembras positivas Anaplasma por CT y C-ELISA distribuidas

por departamento y estado de gestacion procedentes de la ecorregion del espinal.

Departamento | Gestacion | Analizados CT Positivo C-ELISA Positivo
n % n %
Mercedes Vacia 224 92 41 98 44
Prefiada 45 10 22 13 29
Curuzu Cuatia Vacia 47 1 2 6 13
Monte Caseros Vacia 31 2 e
Totales 347 105 30 117 34

4.1.2 Ecorregion de campos y malezales

De las 384 hembras ingresadas a frigorifico (provenientes de los departamentos

Santo Tomé, Ituzaingé y General Alvear) un 86% (331 vacas) fueron positivas a CT y

un 73% (280 vacas) a C-ELISA (Tabla 4).
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Tabla 4: Proporcion de hembras positivas a Anaplasma por CT y C-ELISA, distribuidas

por departamento y estado de gestacion, procedentes de la ecorregiéon de campos y

malezales.

Departamento | Gestacion | Analizados CT Positivo C-ELISA Positivo

n % n %

Santo Tomé Vacia 210 176 84 143 68

Prefiada 110 98 89 87 79

Ttuzained Vacia 45 40 89 36 80

& Prefiada 9 8 89 5 56

Vacia 7 6 86 7 100

L ———p 3 3 100 2 67

Totales 384 331 86 280 73

4.1.3 Deteccion de anticuerpos en Fetos

Todos los fetos muestreados en ambos frigorificos resultaron negativos a C-
ELISA (Tabla 5). Las muestras analizadas por CT mostraron una aglutinacion

inespecifica lo cual imposibilité su interpretacion.

Tabla 5: C-ELISA para Anaplasma aplicado en suero de fetos de los frigorificos de

Gdor. Virasoro y Mercedes.

Departamento Frigorifico Analizados C-ELISA
Resultado
Mercedes Mercedes 45 N
Santo Tomé 110 N
Ituzaingd Gdor. Virasoro 9 N
Gral. Alvear 3 N
Totales 167

4.1.4 Brote de anaplasmosis en vacas gestantes
De las 32 hembras muestreadas que sufrieron el brote de anaplasmosis, un 62,5

% fueron positivas a CT y un 81,25% a C-ELISA. El 93,75% y 81,25% de los terneros
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nacidos de estas vacas resultaron positivos a CT y C-ELISA, respectivamente (Tabla 6

y 7).

Tabla 6: Relacion de los resultados a la prueba C-ELISA entre la madre y su cria.

Vacas
+ —
+ 22 4 26
Terneros
- 4 2 6
26 6 32

Tabla 7: Relacién de los resultados a la prueba CT entre la madre y su cria.

Vacas
+ —
+ 19 11 30
Terneros
- 1 1 2
20 12 32

4.1.5 Concordancia entre las técnicas serologicas

El grado de concordancia que se observo entre las técnicas de C-ELISA y CT
fue calculado sobre un n=731 ya que fue el nimero de muestras analizadas por las dos
técnicas en paralelo. Se observé una concordancia aceptable de 78,2% entre las dos

técnicas utilizadas con un Kappa estimado de 0,558 (Tabla 8).
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Tabla 8: Concordancia entre C-ELISA y CT para la deteccion de Anaplasma spp. en

muestras de suero de vacas obtenidas en dos frigorificos en la provincia de Corrientes.

C-ELISA
Positivos | % | Negativos | % | Total %0
Positivos 337 46 99 14 436 60
CT Negativos 60 8 235 32 295 40
Total 397 54 334 46 731 100

4.1.6 Analisis de riesgo

Tomando en cuenta la cantidad de datos relevados se decidié evaluar mediante
un estudio transversal la proporcién de hembras positivas a anaplasmosis ingresadas a
frigorifico, utilizando como unidad de andlisis al animal muestreado, como variable
dependiente la serologia positiva/negativa a C-ELISA y como factores de riesgo la zona
de donde provenian segtin el frigorifico donde se faenaron (Mercedes y Gdor. Virasoro)
y el estado fisioldgico en relacion con el estado de gestacion (prefiada/vacia) (Tablas 9
y10).

Tabla 9: Tabla de contingencia entre origen geografico de las vacas (variable

independiente) y resultado a C-ELISA para Anaplasma spp. (variable dependiente).

Localizacion C-ELISA
geografica Positivos Negativos Total
Gdor. Virasoro 280 104 384
Mercedes 117 230 347
Total 397 334 731

Las hipotesis planteadas fueron:
H, = La serologia positiva a anaplasmosis es independiente de la zona de donde
provienen los animales.
H, = La serologia positiva a anaplasmosis es dependiente de la zona de donde provienen

los animales.
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Se observé una asociacion significativa entre las dos variables con un valor de
¥*=112,87 y un p<0,0001 por lo que es posible rechazar la hipétesis de que las variables
son independientes entre si. Se obtuvo un Odds Ratio de 5,2 (IC 95% 3,75-7,17), es
decir que hay 5,2 veces mds probabilidades de encontrar animales positivos
serologicamente a la enfermedad en la ecorregion de campos y malezales que en la

ecorregion del espinal.

Tabla 10: Tabla de contingencia entre estado fisiolégico de las vacas (variable

independiente) y resultado a C-Elisa para Anaplasma spp. (variable dependiente).

Gestacion C-ELISA
Positivos Negativos Total
Prefiada 107 60 167
Vacia 290 274 564
Total 397 334 731

La asociacion entre el estado de gestacion de las vacas y la positividad a C-Elisa
también fue significativa, con un valor de x2:8,31, un p<0,001 y un Odds Ratio de 1,68
(IC 95% 1,18-2,40).

Al existir asociacion entre ambas variables independientes con la variable

dependiente, se investigd la posibilidad de interacciones o confusion (Tabla 11).

Tabla 11: Regresion logistica de factores de riesgo de anaplasmosis en el NEA.

Variables predictivas B EE P OR | IC95%
Constante -0.58 0,21 0,0053 - -
Estado de gestacién -0,11 0,20 | 0,5674 | 0,89 | 0,60; 1,32
Localizacién geografica 1,65 0,16 | 0,0001 | 5,18 | 3,75;7,17

Deviance: 891,82, P: 0,0001. EE: error estandar, OR: odds ratio, IC: intervalo de

confianza.
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Al hacer la regresion logistica de los factores de riesgo el estado de gestacion
(prefiada/vacia) desaparece, debido a que el mayor porcentaje de vacas prefiadas
positivas se faeno en el frigorifico de Gdor. Virasoro que recibe animales procedentes
de la zona de mayor prevalencia. Por lo tanto, la localizacion geogréfica de los animales

estaba actuando como un factor de confusién (Tabla 12).

Tabla 12: Tabla de contingencia entre estado fisioldgico y origen geografico de las

vacas para anaplasmosis.

Gestacion Localizacion geografica
Gdor. Virasoro Mercedes Total
Prefiada 122 45 167
Vacia 262 302 564
Total 384 347 731

4.2 Deteccion de A. marginale mediante técnicas moleculares
4.2.1 sn-RT-PCR msp5
4.2.1.1 Muestras obtenidas en frigorifico

En las muestras analizadas de las vacas prefiadas provenientes de los frigorificos
de Mercedes y Gdor. Virasoro, se amplificé el gen mspS5 en 132 animales (Tabla 13)
con una Tm de 85,5 + 0,5°C (Figura 8) y un porcentaje de fluorescencia emitido > 40%

(Figura.9).

Tabla 13: Procedencia de las muestras de vacas prefiadas analizadas para el diagndstico

de anaplasmosis.

Frigorifico Vacas n CT C-ELISA RT-PCR (%)
Mercedes 45 10 13 10 (2,9)
Gdor. Virasoro 122 109 94 122 (31,8)
Totales 167 119 107 132 (18,1)
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En sélo 7 (5,3%) fetos del frigorifico de Gdor. Virasoro se logré amplificar un
producto con la Tm esperada pero con un nivel de fluorescencia que varié entre 18 y
40% (Figuras 8 y 9). Dos de las vacas cuyos fetos resultaron positivos eran negativas en
C-ELISA. Cuando se analiz6 el liquido amniético, en 7 (5,3%) muestras se amplificd
por sn-RT-PCR el producto esperado, pero en sus correspondientes fetos no se logré
amplificar secuencia alguna (Tabla 14).

A través de la subinoculacion de sangre de los fetos en terneros

esplenectomizados no se logré reproducir anaplasmosis.

Figura 8: Temperatura de melting (Tm) de los productos amplificados del gen msp5 de
Anaplasma spp. por sn-RT-PCR a partir de muestras de sangre en 3 vacas y sus

correspondientes fetos.
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V: Vacas; F: Fetos; C+m: Control positivo A. marginale; C+c: Control positivo A.

centrale; C-: Control negativo; PC: Punto de corte
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Figura 9: Porcentaje de fluorescencia emitido de los productos amplificados del gen
msp5 de Anaplasma spp. por sn-RT-PCR a partir de muestras de sangre de las 3 vacas y

sus correspondientes fetos.
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1-3: Vacas; 4-6: Terneros; 7: Control positivo A. marginale; 8: Control positivo A.

centrale; 9: Control negativo
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Tabla 14: sn-RT-PCR y C-ELISA basados en el gen msp5 de Anaplasma spp. y su proteina MSPS, en muestras de sangre, liquido

amnidtico y suero de las vacas y fetos entre el 2° y 3° mes de gestacion, obtenidas en los frigorificos.

Muestras Vacas Fetos
RT-PCR CELISA | prpcr | CELSA | pedida vdad de
. %1 %1 Gestacion
ID Frigorifico S .
Liquido (cm)* (Tercio)
Sangre Amniéti Suero Sangre Suero
mniotico

25 Pos N 50 Pos 11 30 2

13 Pos N 10 Pos -17 54 2

15 Pos N 59 Pos =22 23 2
21 Pos N 53 Pos -12 39 2
23 Pos N 49 Pos -11 80 3
40 Pos N 29 Pos -8 30 2
41 . Pos N 23 Pos -4 41 2

1 Gdor. Virasoro Pos Pos 48 N 2 3] 2

10 Pos Pos 57 N -1 29 2

7 Pos Pos 53 N -2 58 3

8 Pos Pos 59 N 3 40 2
33 Pos Pos 18 N -9 41 2
31 Pos Pos 80 N -8 27 2
50 Pos Pos 35 N -11 43 2

N: Negativo, Pos: Positivo, * Longitud occipito-coccigia de los fetos. Limite 2°-3° tercio gestacion = 55 cm (Roberts, 1979). C-ELISA Pos

> 28 %l
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4.2.1.2 Brote de anaplasmosis en vacas gestantes

En las 32 vacas muestreadas después del brote de anaplasmosis se amplifico por
sn-RT-PCR un producto con una Tm de 85,5 + 0,5°C y un nivel de fluorescencia > 40%.
En ocho terneros (25%) durante su primera semana de vida también se obtuvo un
producto con la Tm esperada, pero con un nivel de fluorescencia que vari6 entre 18 y

40% (Figuras 10y 11).
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Figura 10: Temperatura de melting (Tm) de los productos amplificados del gen msp5 por sn-RT-PCR a partir de muestras de sangre de las

vacas y sus correspondientes terneros en el brote de anaplasmosis.
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Figura 11: Porcentaje de fluorescencia emitido de los productos amplificados del gen msp5 por sn-RT-PCR a partir de muestras de sangre

de las vacas y sus correspondientes terneros después del brote de anaplasmosis.
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De los ocho terneros positivos a Anaplasma spp. por sn-RT-PCR, cuatro fueron
negativos a C-ELISA, tres tenian un titulo de anticuerpos bajo (29% 1, 39% 1y 44% 1) y

s6lamente uno fue positivo con un 92 % I (Tabla 15).

Tabla 15: sn-RT-PCR y C-ELISA basados en el gen msp5 y su proteina MSP5, en las

vacas afectadas en el brote de anaplasmosis y en sus respectivos terneros.

Madres Terneros
Identificacion RT-PCR | C-ELISA (Suero) | RT-PCR | C-ELISA (Suero)
Sangre Resultado | %I Sangre Resultado | %I
34 Pos N 25 Pos N -1
6610 Pos Pos 85 Pos N 10
26 Pos Pos 58 Pos Pos 39
5832 Pos N 14 Pos N 19
6254 Pos N 26 Pos Pos 29
6264 Pos Pos 58 Pos N 23
5880 Pos N 22 Pos Pos 44
6574 Pos Pos 87 Pos Pos 92

Mediante la subinoculacion de sangre de los terneros en 6 terneros

esplenectomizados no se logrd reproducir la anaplasmosis.

4.2.1.3 Evaluacion de PCR en terneros infectados experimentalmente con A.
marginale

En el ternero esplenectomizado se detectd ADN de A. marginale por sn-PCR a
partir del dia 5 PI y en el normal a partir del dia 10 PI. En extendidos de sangre, el
periodo prepatente fue de 23 y 27 dias en el ternero esplenectomizado y normal,
respectivamente. Luego de comprobada presencia de A. marginale, cuando la

parasitemia alcanz6 el 5-10%, ambos animales fueron tratados con oxitetraciclina.
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4.2.2 PCR mspl
4.2.2.1 Tipificacion molecular
4.2.2.1.1 Muestras obtenidas en frigorifico

El anélisis del gen mspla fue realizado en las muestras provenientes de las 7
vacas y de sus respectivos fetos que habian resultado positivos a Anaplasma spp. por sn-
RT-PCR msp5. La amplificacion del gen msplo se logré en las 7 vacas por PCR (Figura

12) y en 2 de los fetos por sn-PCR. (Figura 13).

Figura 12: PCR para el marcador genotipico msplo de A. marginale en 7 vacas y sus

respectivos fetos.
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Las vacas (V) y los fetos (F) respectivos se identifican con el mismo niimero y estan
analizados en columnas contiguas. Control negativo (C-), Control positivo (C+) y

Control de Peso Molecular (MW) de 1Kb (Invitrogen®)
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Figura 13: Marcador genotipico mspla de A. marginale en las dos vacas del frigorifico

de Gdor. Virasoro cuyos fetos resultaron positivos a sn-PCR.
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Las vacas (V) y los terneros (T) respectivos se identifican con el mismo nimero y estdn
analizados en columnas contiguas. Control negativo (C-), Control positivo (C+) y

Control de Peso Molecular (MW) de 1Kb (Invitrogen®)

4.2.2.1.2 Brote de anaplasmosis en vacas gestantes

El andlisis del gen mspla fue realizado en las muestras provenientes de las 8
vacas y sus respectivos terneros que habian resultado positivos a Anaplasma spp.
mediante anélisis del gen msp5. La amplificacion del gen mspla se logré en las 8 vacas
mediante PCR y en 5 terneros por sn-PCR. Se amplificaron diferentes fragmentos

unicos dobles y triples (Figura 14).
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Figura 14: PCR para el marcador genotipico mspla de A. marginale en 8 vacas y sus

respectivos terneros.
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Las vacas (V) y los terneros (T) respectivos se identifican con el mismo nimero y estan
analizados en columnas contiguas. Control negativo (C-), Control positivo (C+) y

Control de Peso Molecular (MW) de 1Kb (Invitrogen®)

La figura 15 muestra la sn-PCR para el gen msplo en dos muestras de los
animales involucrados en el brote, donde se puede ver para la vaca 7 (V7) dos
fragmentos amplificados y para su correspondiente ternero (T7) un sélo fragmento;
también muestra la amplificacion de tres fragmentos para la vaca 14 (V14) cuyo ternero

(T14) fue negativo.
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Figura 15: Amplificacion de fragmentos del gen mspla en los bovinos involucrados en

el brote de anaplasmosis.

Y T7T ¥Vi4 T4 C©- C+ MW

Las vacas (V) y los terneros (T) respectivos se identifican con el mismo nimero y estan
analizados en columnas contiguas. Control negativo (C-), Control positivo (C+) y

Control de Peso Molecular (MW) de 1Kb (Invitrogen®)

4.2.2.1.3 Determinacion de variantes genotipicas de A. marginale en vacas gestantes
involucradas en el brote de anaplasmosis

A partir de los productos de sn-PCR se analizaron 9 secuencias de 8 bovinos y
solamente en 3 casos el producto fue clonado para determinar los genotipos presentes
(Tabla 16). Para una mejor interpretacion de los genotipos, identificados por un sistema
mixto (alfa numérico y griego) segin el nimero de repeticiones en tandem, para este

trabajo se denominaron arbitrariamente G1 a G9.
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Tabla 16: Genotipos de A. marginale identificados en bovinos involucrados en el brote

de anaplasmosis.

otz Estructura de Repeticiones en
Tandem de mspla

Gl F-M-M
G2 B-B-B-M
G3 a-B-p
G4 15-B-B-p-31
G5 r
G6 18-18-F-M-M
G7 13-18-18-13-18
G8 t-11-10-15
G9 a-B-I'

De todos los genotipos obtenidos el G2 (B-B-B-M), el G3 (a-B-B) y el G7 (13-
18-18-13-18) estaban presentes en mds de un animal. En s6lo dos casos se lograron
obtener secuencias legibles en paralelo (vaca-ternero) del gen mspla. En la Tabla 17 se
resumen los distintos genotipos de A. marginale presentes en los animales donde fue

posible secuenciar.

Tabla 17: Genotipos de A. marginale encontrados en las vacas y en sus respectivos

terneros.
Vacas Genotipos Terneros Genotipos
1 G9 1 G3
7 G2; G3 7 G2
G1; G2; G4,
15 Gs: G6 15 -—--
17 G7; G8 17 —
2 * 2 G7
5 * 5 G7

* No se pudo obtener la secuencia a partir de las muestras analizadas de las madres

---- Los terneros fueron negativos
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5. DISCUSION

La anaplasmosis es un problema relevante en &dreas ganaderas tropicales y
subtropicales del mundo, y es una de las enfermedades que mds pérdidas econdmicas
causa en el noreste argentino (Vanzini y Ramirez, 1994). Existe un interés creciente por
comprender los factores asociados que intervienen en la subsistencia y transmision de la
misma en el ecosistema de la region.

La transmision de la anaplasmosis se produce mayoritariamente por iatrogenia
(Abdala et al., 1992; Kessler, 2001; Baumgartner, 2005), insectos hemat6fagos (Piercy,
1956; Potgieter et al., 1981; Hawkins et al., 1982; Hornok et al., 2008) y garrapatas
(Kahn, 2007), aunque también es posible su transmision directa por via transplacentaria.
Este tipo de transmision ha sido comprobada en forma experimental (Zaugg, 1985).

Otros autores también han sugerido el traspaso transplacentario mediante
visualizacion de A. marginale en extendidos de sangre, presencia de anticuerpos y/o
deteccion de ADN especifico (Bird, 1973; Fowler y Swift, 1975; Swift y Paumer, 1976;
Paine y Miller, 1977; Norton et al., 1983; Potgieter y Van Rensburg, 1987; Salaberria y
Pino, 1988; Ribeiro et al., 1995; Bock et al. 2003; Rey Valeir6n et al., 2003; Calderén
Gongalves et al., 2005; Anez-Rojas et al., 2010), generando ciertas controversias en
cuanto a su importancia epidemioldgica en distintos paises, pero en ninguno de los
casos se intent6 reproducir la enfermedad.

Una proporcion mayor al 73% de las vacas faenadas en la ecorregion de campos
y malezales (Gdor. Virasoro), tenian anticuerpos contra Anaplasma spp., mientras que
en la ecorregion del espinal (Mercedes) también se detectaron anticuerpos contra

Anaplasma en una proporcion considerable (~34%).
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Entre las dos regiones estudiadas se encontré diferencia significativa (p< 0,0001)
con un riesgo de infeccién 5,2 veces mayor en la ecorregion de campos y malezales, lo
cual podria estar asociado a diversos factores como edad, raza, iatrogenia, densidad de
insectos hemat6fagos y garrapatas.

A pesar de las diferencias encontradas entre la ecorregion del espinal (donde hay
control de garrapatas) y la ecorregion de campos y malezales (donde no hay control de
garrapatas) no es posible asociar a ésta como un factor importante en la transmision de
la enfermedad, debido a que no se analizaron los demds factores asociados a la misma.

El rol de R. microplus en la transmision genera ciertas contradicciones. Algunos
reportes consideran a esta garrapata como un vector bioldgico importante de la
enfermedad (Ribeiro y Lima, 1996; Kessler, 2001), con transmision de A. marginale por
via transovdrica (Lopez Valencia y Vizcaino Gerdts, 1992; Shimada et al., 2004). Otros
aseguran que solamente actia como un vector mecanico (Connell y Hall, 1972; Leatch,
1973; Thompson y Roa, 1978, Kocan et al., 2003; Kocan et al., 2010), con menor
importancia de la que se le atribuye (de Rios et al., 1990; Coronado, 2001), sosteniendo
que solamente los machos de R. microplus pueden ser importantes en la transmision en
condiciones naturales (Kocan et al., 2003; Potgieter y Stoltsz, 2004). Sin embargo no se
conoce con qué frecuencia los machos de R. microplus pueden pasar de un animal a otro
bajo estas condiciones.

Todos los fetos muestreados en frigorifico resultaron negativos a C-ELISA. En
un trabajo similar hecho en Brasil encontraron un 2,1 % de positivos sobre 97 fetos
muestreados (Ribeiro et al., 1995). La técnica de CT que también se utilizd en este

estudio en fetos presentd aglutinacion atipica que imposibilité su interpretacion, incluso
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inactivando los sueros, por lo que se concluyé que no es adecuada para el
procesamiento de sueros fetales.

En 132 vacas prefiadas provenientes de frigorifico se amplific6 ADN mediante
sn-RT-PCR msp5, con una Tm de 85,5°C £ 0,5 coincidente con la de A. marginale, y
valores entre 40% y 100% de fluorescencia comparables con los controles provenientes
de bovinos infectados natural y experimentalmente. En contraste en los siete fetos en los
que también se detectd ADN de A. marginale la sefial de fluorescencia fue débil excepto
en un sélo caso donde alcanzé el 40%. Este hallazgo confirma la transferencia de A.
marginale de la madre al feto, pero no da cuenta de su viabilidad, la que no pudo ser
demostrada por la subinoculacién de sangre en terneros esplenectomizados. Cinco
madres de esos fetos resultaron positivas y dos negativas a C-ELISA. El nivel de
anticuerpos circulantes en animales portadores cronicos de A. marginale puede
reducirse a niveles no detectables por esta técnica lo cual explicaria los dos resultados
negativos (Knowles et al., 1996), aunque en la prueba de CT las dos madres resultaron
positivas. Estas diferencias seroldgicas se deberian a las diferencias entre sensibilidad y
especificidad de las pruebas (Molloy et al., 1999)

En el liquido amnidtico de siete vacas también se detect6 ADN de A. marginale,
situacion que podria deberse a una contaminacion del mismo con sangre de la vaca en el
momento de la evisceracién durante la faena ya que los correspondientes fetos
resultaron negativos a C-ELISA, sn-RT-PCR y a la inoculacién de sangre en terneros
esplenectomizados. Si bien la prueba de PCR-msp5 no discrimina eficientemente A.
marginale de A. centrale, se puede inferir la presencia de A. marginale. La demanda de
vacuna en general no proviene de esa zona pero la introduccién de bovinos vacunados

puede ocurrir. Como era de esperar en esta zona hubo una predominancia de portadores
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sanos de A. marginale. Todas las madres positivas a PCR msp5 que presentaron fetos
positivos fueron positivas a PCR cuando se utilizé el gen mspla que es especifico para
A. marginale (Shkap et al., 2002; Herndon et al., 2010), pero solamente en dos de las
siete muestras de los fetos se logré amplificar el gen mspla, debido probablemente a la
menor eficiencia de la PCR para amplificar un producto de mayor tamafio, aunque no se
puede descartar el polimorfismo genético. Tampoco hay estudios donde se demuestre
diferencias de sensibilidad de sn-RT-PCR y n-PCR.entre los genes msp5 'y msplo.

Para el caso del brote de anaplasmosis, confirmado por microscopia directa y
pardmetros clinicos, la actividad de A. marginale estuvo reflejada en las 32 vacas
prefiadas que resultaron positivas mediante sn-RT-PCR. El 81% mostr6 un nivel de
fluorescencia entre 61 y 110 % y el 19 % restante entre 40 y 60 % de sefial respecto del
valor de fluorescencia resultante del control de A. marginale, proveniente de un animal
con anaplasmosis aguda. No todas las muestras de suero fueron positivas, el 63% fue
detectado por CT y el 81% por C-ELISA. Este resultado era esperado en un brote de
anaplasmosis donde ocurren nuevas infecciones en corto tiempo, y las pruebas
serologicas resultan negativas durante el periodo de incubacién de la enfermedad.
Knowles et al. (1996), demostré que C-ELISA era capaz de detectar anticuerpos contra
A. marginale alos 16 dias post-inoculacion y por periodos mayores a 4 afios después de
una sola infeccion experimental. Para CT la sero-conversion en animales infectados con
A. marginale ocurre a los 30 + 7,6 dias PI (Echaide et al., 1989).

Los 32 terneros nacidos entre 3 y 5 meses después de ocurrido el brote fueron
analizados durante la primera semana de vida; el 94% fue positivo por CT mientras que
el 81% por C-ELISA, por lo que es probable que los anticuerpos fueran adquiridos a

través del calostro. Sin embargo en la primera semana a través de sn-RT-PCR del gen
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msp5 se identificd A. marginale en las muestras de sangre de ocho terneros (25%), pero
al igual que lo observado en los fetos del frigorifico los niveles de fluorescencia fueron
menores a los registrados en las madres, en un ternero fue del 40% y en los siete
restantes la sefial de fluorescencia vari6 entre 10 y 22%. El hallazgo del gen msp5 en los
terneros podria estar relacionado con la transmision vertical de A. marginale via
calostro (Baumgartner et al., 1993), que no fue evaluada en este trabajo. Cuatro de las
vacas cuyos terneros resultaron positivos a sn-RT-PCR fueron negativas a C-ELISA,
pero no se determind la presencia de anticuerpos en el calostro. En el periparto, los Ac
se transfieren al calostro y en muchos casos los niveles en suero sanguineo suelen bajar
a niveles no detectables por las pruebas seroldgicas (Barrington y Parish, 2004).

En los terneros (esplenectomizado y normal) inoculados experimentalmente se
detectd A. maginale, por n-PCR, a partir de los dias 5 y 10 PI respectivamente, por lo
que se asume que los terneros positivos a RT-PCR durante la primera semana de vida
podrian haber adquirido A. marginale por via transplacentaria. Sin embargo la
anaplasmosis tampoco se logré reproducir mediante la inoculacién de su sangre en
terneros esplenectomizados. Resultados similares obtuvieron Afiez-Rojas et al. (2010)
quienes identificaron un 40% de terneros PCR positivos nacidos de vacas con
anaplasmosis cronica, mientras que Ribeiro et al. (1995) trabajando con vacas
infectadas experimentalmente en el ultimo tercio de la gestacion, observaron un 36% de
terneros serologicamente positivo antes de la ingesta del calostro, pero en ninguno de
los dos casos se evalué la viabilidad del agente. Martinez et al. (2012) demostraron un 2
% de transmision transplacentaria de A. marginale mediante PCR en muestras de
terneros recién nacidos, antes de la ingesta de calostro, sin embargo tampoco se intento

reproducir la enfermedad.
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Estos resultados demuestran que este tipo de transmision no seria
epidemiolégicamente importante en las condiciones del ecosistema de la regién y no
concuerdan con los resultados obtenidos por Salaberria y Pino (1988) y Rey Valeiron et
al. (2003) que observaron un 86,4% y 100% de transmision transplacentaria,
respectivamente, aunque en ese trabajo tampoco intentaron reproducir la enfermedad.

Las técnicas de laboratorio utilizadas por estos autores pueden ser cuestionadas.
El extendido de sangre tefiido con Giemsa, no es una técnica confiable para deteccién
de animales portadores o con bajas parasitemias (Aubry y Geale, 2011) y es necesario
tener personal capacitado para diagnosticarlo en fetos debido a que se pueden confundir
con corpusculos de Howel-Jolly (restos de cromatina que se tifien de color violeta en
globulos rojos inmaduros). En el caso de evaluarse mediante técnicas serologicas en
terneros, se necesita tener un estricto cuidado para que los mismos no hayan ingerido
calostro previo al momento de tomar las muestras. Los métodos moleculares son una
buena herramienta para un diagndstico valedero y altamente sensible para la deteccién
del agente infeccioso (Afez-Rojas et al., 2010), aunque ninguno de estos métodos
convalida la transmision vertical del organismo viable.

La genotipificacion de A. marginale mediante la secuenciacién del gen mspla,
indicé la presencia de multiples genotipos. Al menos 9 genotipos se identificaron en
este brote de anaplasmosis a partir del andlisis de s6lo 8 animales positivos. Esto
demuestra una diversidad de genotipos de A. marginale en la regién, y confirman los
hallazgos previos en el NE de Argentina (Zimmer et al., 2010). En s6lo dos casos se
pudo analizar el genotipo de la madre y el de su ternero. En el caso 1 el genotipo
encontrado en el ternero (G3) fue diferente al de su madre (G9), aunque no se puede

descartar que la madre hubiera sido portadora de mds de un genotipo o que el ternero
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pudiera haberse infectado después del parto. En el caso 7 la madre era portadora de dos
genotipos G2 y G3, mientras que en el ternero sélo se detecté el G2, a diferencia del
primer caso este resultado indicaria que el G2 seria el predominante o el de mayor
afinidad por el feto transmitido in utero. Hubo dos terneros en lo que se detect6 el G7,
pero el gen mspla no pudo ser secuenciado en las muestras de sus madres. El nimero
de casos evaluados fue muy limitado y no permitié sacar conclusiones. Hubert et al.
(1975) menciona una posible relacién entre la tasa de transmisién vertical y la
variabilidad genética de las cepas de A. marginale con diferente afinidad por el feto. La
variabilidad genética estaria asociada a la capacidad de infeccién y transmision por
garrapatas. Las cepas Idaho, Virginia y Washington son capaces de ser transmitidas por

las garrapatas Dermacentor, mientras que ésto no ha sido logrado con las cepas Illinois

y Florida (Smith et al., 1986; Kocan et al., 1996).
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6. CONCLUSIONES

Se logré demostrar la transmision transplacentaria de A. marginale en el 5,2% de
los fetos de hembras portadoras cronicas, aunque no se logré reproducir la enfermedad
luego de realizar inoculaciones experimentales de la sangre en terneros

esplenectomizados.

La ocurrencia de transmision vertical de A. marginale es més probable cuando la
madre cursa con una infeccion a partir del segundo tercio de la gestacion. El 25% de los
terneros nacidos de hembras positivas involucradas en el brote de anaplasmosis
resultaron positivos a PCR durante la primera semana de vida. Si bien tampoco se logré
reproducir la enfermedad, deberia considerarse que si los terneros estaban incubando la
anaplasmosis la relacién parasitemia/volumen inoculado no era suficiente. Tampoco
puede descartarse que la transmision vertical haya ocurrido via calostro, ya que las

muestras se obtuvieron dentro de la primera semana de vida.

No fue posible determinar asociaciones entre variabilidad genética de cepas de A.

marginale y afinidad por el feto luego de secuenciar el gen mspla. El nimero de

muestras fue insuficiente.
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