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RESUMEN

La anaplasmosis es una enfermedad infecciosa de los bovinos y
otros rumiantes, que se encuentra distribuida mundialmente siendo sus areas
de presentacién los climas tropicales y subtropicales por la presencia de los
vectores que la trasmiten, como garrapatas y tdbanos, siendo también
importante la transmisiéon iatrogénica. El A. marginale es una rickettsia
endocelular que se ubica dentro de los glébulos rojos. El sintoma principal es la
anemia y desmejoramiento progresivo del animal.

El objetivo de la tesis fue la caracterizaciéon epidemiolégica de la
anaplasmosis bovina para evaluar la situacion de riesgo en un area endémica,
para lo cual se realizé un estudio longitudinal con dos cohortes de terneros
menores de 1 afio, y un estudio transversal en 20 establecimientos.

Los hallazgos del estudio transversal indicaron una prevalencia
real del 92% de animales con anticuerpos contra A. marginale. En el estudio
longitudinal se evalu6é la presencia de anticuerpos calostrales en terneros,
evidencidandose, durante los tres primeros meses de vida, la mayor cantidad de
inmunoglobulinas en una de las cohortes, para luego, hacia el cuarto mes,
volverse similar en ambas cohortes. Mediante la caracterizacién molecular por
PCR de las secuencias encontradas en tres animales, se encontr6 coincidencia de
la cepa de campo con la cepa de A. marginale de referencia del GeneBank.

Las conclusiones a las que se arriba son: que los rodeos de la zona
endémica se encontraban en estabilidad enzoética, exceptuando a tres de ellos,
en los que se identific6 como factores de riesgo la raza y el manejo de los

tratamientos ectoparasiticidas. En cuanto a la dindmica de anticuerpos se



comprob6é que hubo presencia de anticuerpos calostrales, que una cohorte
contaba con esos anticuerpos antes que la otra, y que lo determinante en esas
diferencias fue la raza y el manejo de los tratamientos.

Se hall6 una relacién directa entre la tasa de infeccidén, el nivel de
anticuerpos calostrales y la persistencia de estos anticuerpos calostrales. Estos

anticuerpos muestran un efecto de resistencia ante las infecciones naturales.

Palabras claves: anaplasmosis bovina, A. marginale, estabilidad enzoética

anticuerpos calostrales.
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ABSTRACT

Anaplasmosis is a bovine and other ruminants infectious disease
with a worldwide distribution in both temperatures tropical and subtropical
zones because of the presence of vectors that transmit such as ticks and biting
flies, being also important iatrogenic transmission. A. marginale is an
intraerythrocytic rickettsia, which is characterized for producing hemolytic
anemia and icterus in acute periods.

The objective of this thesis was the epidemiologic characterization
of bovine anasplasmosis to evaluate the risk situation in an endemic area; with
this aim it has been done a longitudinal assay with two groups of calves under
one year, and a transversal assay in 20 different places.

The findings of the transversal assay indicated a real prevalence of
92% of animals with antibodies against A. marginale. In the longitudinal assay it
has been evaluated the calostral antibodies presence in calves, demonstrating
during the three first months of live, the higher quantity of imnunoglobulins in
one of the groups, becoming later, towards the fourth month, similar in both
groups. Through the molecular characterization of the sequences found in three
animals, it has been set up coincidence between the A. marginale field stem and
the Genebank reference stem.

The reached conclusions are: rodeos from the endemic zone were
in enzootic stability, unless three of them, where there were identified, as risk
factors, breeds and ectoparasiticid treatments handling. It also has been

demonstrated the presence of calostral antibodies, that they were found at first



Xii
in one only group, and the determinant factors in that differences were breeds
and treatment handling.

It has been found a direct relation between the infection rate, the

calostral antibodies level and their permanence. This antibodies show a

resistance effect for natural infections.

Key words: bovine anaplamosis, A. marginale, calostral antibodies enzootic

stability.



1 CAPITULO 1. INTRODUCCION

Las garrapatas de los bovinos y las enfermedades trasmitidas por ellas, son
consideradas como uno de los mayores problemas sanitarios para el desarrollo de la
produccién ganadera en regiones tropicales y subtropicales del mundo (Payne, & Scott,
1982; Spéth, 1986).

La distribucion de la anaplasmosis estaba restringida a las regiones tropicales y
subtropicales del mundo, entre los paralelos 30° N y S. A partir de 1984, la FAO incluye
ademds zonas templadas de Europa y Asia. En América, se reconoce su presencia al norte
del paralelo 45° N (Zaugg et al., 1986). El limite sur de la distribucion de A. marginale
podria ser el extremo meridional de Sudéfrica (34° latitud S), aunque se detectaron brotes
en Argentina y Chile atin mas al sur (Guglielmone, inédito; Descaseaux, 1924).

En cuanto a la seroprevalencia, los informes de Rogers & Shiels (1979) sefialan que
en Australia estd comprendida entre el 46 y el 90 %. En la India, Gautam & Singh (1971),
reconocen un 60% de bovinos infectados con A. marginale.

En Latinoamérica la tasa de prevalencia fue superior al 90% (Losos, 1986). En
Colombia los resultados serolégicos revelaron que éste valor asciende a un 90% en bovinos
(Kuttler et al., 1970; Patarroyo et al., 1978; Benavides et al., 2000). En Bolivia, fue del 80 al
90%, demostrado por el test de inmunofluorescencia indirecta (IFA) (Nicholls et al., 1980).
Estudios serolégicos similares en bovinos demostraron una prevalencia del 78,5% de
infecciéon con A. marginale en San Salvador (Payne & Scott, 1982), 25% en Santa Lucia
(Knowles et al., 1982) y 80 a 90 % en Jamaica (Bundy et al., 1983). En México, Cossio et al.,
(1997), demostraron que el 69% del ganado estaba infectado en el norte de Veracruz.

En aquellas regiones donde la presentacion de la enfermedad es endémica, causa
pérdidas considerables. En Estados Unidos, se report6é una mortalidad anual entre 50.000 a
100.000 animales, con un costo de hasta 300 millones de délares (Losos, 1986). Argentina

posee una superficie de aproximadamente 1.000.000 de km?, el drea endémica sefialada se



extiende al norte del paralelo 33° latitud sur con 22.600.000 de bovinos expuestos, los que
representan el 35% del stock nacional (Vanzini & Ramirez, 1994; Draghi, et al., 1997).

A través de la campafia de control y erradicacion de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus implementada en 1939 como optativa y a partir de 1963 obligatoria, se liberaron
29,14 millones de ha, al sur del paralelo 30° S. Sin embargo A. marginale continta
ampliamente distribuida en esa region debido a la accion de otros transmisores y fomites
(Anziani, 1979; Signorini et al., 1987; Guglielmone, 1995).

Las pérdidas econdémicas anuales ocasionadas en Argentina por la garrapata R. (B)
microplus y las enfermedades por éstas transmitidas en bovinos, han sido estimadas en u$s
154.637.873 para el ano 1992. El 83,2% de las perdidas se adjudic6 a los efectos fisicos del
complejo garrapatas-enfermedades y el 16,7% (31.164.400 u$s) al control de R. (B) microplus
y de los hemoparasitos de los vacunos (Spath et al., 1994) (mapa 1).

Los problemas ocasionados por esta garrapata y los agentes que transmite por
(Anaplasma marginale, Babesia bovis y Babesia bigemina), son conocidos por los productores
ganaderos por su efecto adverso sobre la rentabilidad de sus empresas rurales (Spéth et al.,
1994).

En zonas donde la presentacion de esta enfermedad es endémica, se constituyen en
una gran limitante para la incorporaciéon de reproductores con alto potencial genético a los
efectos de aumentar la produccién de los establecimientos del norte Argentino (Vanzini &

Ramirez, 1994).



Fundamentos de la eleccion del tema

En Argentina los datos de reactores serologicos se refieren a campos de cria del
norte de Salta y el sur de Tucuman, donde se detecté que la mayoria de los
establecimientos tenian més del 70% de sus bovinos infectados con A. marginale (*). En la
cuenca del Valle Lerma se encontré6 un 70% de reactores, mientras que un 12% en
establecimientos lecheros de la cuenca de Trancas en Tucuman (Habich et al., 1982). En el
norte de Santa Fe la seroprevalencia de bovinos con anticuerpos contra A. marginale en
ganado de cria fue del 17% mientras que para la cuenca lechera del centro de esa provincia
la seroprevalencia fue atin menor 7% (Anziani, 1990) .

La anaplasmosis es una enfermedad endémica en la provincia de Corrientes: en
1964 Schiffo y Lombardero describieron la presentaciéon de casos clinicos en animales
nacidos y criados en la zona. Ademéds, se observé que podia producir alta mortalidad en los
bovinos introducidos, como mejoradores de rodeo, desde areas libres de la enfermedad.

Ante dicha situacién, es notorio que no se haya difundido o implementado un
sistema de prevencién y control por las autoridades sanitarias para subsanar este
problema, atin vigente.

La epidemiologia de esta enfermedad es mas compleja que la babesiosis, ya que
intervienen otros transmisores, ademads de la garrapata, como los dipteros hematéfagos de
los géneros Tabanus, Stomoxys, Chrysops, Siphona y los mosquitos del género Psorophora
(Ristic, 1968, Siefert, 1998), difundidos ampliamente en el NEA.

La transmision A. marginale en R. (B) microplus, especie presente en la Argentina, es
transestadial, (Potglieter et al., 1981; Samish et al., 1986; Dalgliesh & Stewart, 1982) e
intraestadial (Potgieter, 1979) no asi para las otras especies de garrapatas (Kocan et al.,
1992). Los demas transmisores nombrados son vectores principalmente mecanicos, que

actaan llevando sangre infectada de un animal enfermo a otro susceptible (Ristic, 1968).

(*) Rios L. G. de, no publicado.



Es importante agregar que la transmisién por fomites (todo objeto que puede llevar
A. marginale e infectar a otro animal pasivamente en forma indirecta), ademas de la
iatrogénica, (toda enfermedad transmitida por el veterinario o el hombre en general) por el
contacto con sangre en las maniobras comunes de manejo, tienen un rol sustancial en la
ocurrencia de brotes de esta enfermedad (Dikmans, 1950; Abdala et al., 1992).

También se demostré la transmision transplacentaria, la cual ocurre en el dltimo
tercio de la gestacion (Switf & Paumer, 1978).

Para comprender la epidemiologia de la anaplasmosis, es importante destacar que
la mayoria de los bovinos son naturalmente resistentes a las infecciones primarias por A.
marginale hasta los siete a los nueve meses de edad (De Vos et al., 1987; Guglielmone et al.,
1992). Pasado ese periodo la resistencia natural se desvanece paulatinamente y las
infecciones primarias tienen la capacidad de inducir la enfermedad clinica; por lo tanto, la
gravedad de la enfermedad estd en relacion directa con la edad de ocurrencia de la
primoinfeccion y la probabilidad de ocurrencia de un brote de anaplasmosis se encuentra
en relaciéon directa con la proporcién de vacunos que no se infectaron naturalmente hasta
los nueve meses de edad y al numero de garrapatas y/o transmisores en un
establecimiento en particular (Vanzini & Ramirez, 1994). En cuanto al aspecto
epidemiolégico y la evaluacion de riesgo de ocurrencia de brotes, se puede utilizar el
criterio sugerido por Mahoney y Ross (1972) desarrollado para babesiosis, que establece
como valor critico para considerar que hay estabilidad enzoética, la presencia de al menos
un 75% de reactores serolégicos en el rodeo, en terneros a los 9 meses de edad.

La inestabilidad enzoética se produce por la variacién en la poblacion de los
transmisores de A. marginale (garrapatas, insectos, etc), entre afios o estaciones que trae
como consecuencia que una proporciéon de los terneros no se infecte con A. marginale,
durante el periodo de mayor resistencia natural. Por lo tanto, cuando se infectan con la

bacteria como adultos (luego que perdieron la resistencia natural), en forma natural o



iatrogénica existe riesgo de ocurrencia de casos de enfermedad clinica aislados o de brotes
(Vanzini & Ramirez, 1994).

Sin embargo, es de destacar que Cetra et al., (2000) observaron casos clinicos en
terneros al pie de la madre. Vanzini et al, (1999), describieron las circunstancias que
inducian a la ocurrencia de brotes de anaplasmosis en la ganaderia de cria de Corrientes,
debido al reemplazo de los acaricidas 6rgano-fosforados por los acaricidas a base de
piretroides sintéticos, con mayor periodo residual, como alternativa a la generalizada
resistencia de las garrapatas a los organo-fosforados. Esta situacion determinaba que los
bovinos no tomaran contacto con el agente durante el periodo de resistencia (Mangold et
al., 1986; Vuotto et al., 1991). Otro de los motivos era la resistencia a las infestaciones con el
R. (B) microplus debido al alto grado de incorporacién de ganado Bos indicus (puro o sus
cruzas con diferentes razas Bos taurus), reconocida por Lombardero y Schiffo, (1968);
Lombardero et al., (1972); Guglielmone et al., (1990, 1992). Ello induce a una depresion
marcada de la poblacién de esta especie de garrapata y por ende, una disminucién de la
inoculacion de los agentes causales de las enfermedades que R. (B) microplus transmite a
los vacunos.

Cabe considerar que aproximadamente 1.500.000 ha de la regién infestada con R.
(B) microplus en la provincia de Corrientes se encuentra en areas que permanecen bajo agua
la mayor parte del afio. Estas areas son de escasa aptitud para el desarrollo R. (B) microplus
(Guglielmone et al., 1992). La infeccién temprana con A. marginale es menos probable en los
terneros nacidos y criados en estas areas, los cuales se expondrian a dicho agente cuando se
los traslade a zonas no inundadas de un mismo establecimiento (Vanzini et al, 1999).
Ademads de la utilizacion de superficies destinadas a la agricultura, como arroceras que
luego son utilizadas como rastrojo para los bovinos. La combinacién del uso de piretroides
sintéticos como acaricidas, introduccién de ganado cruza Bos indicus y campos inundados

resultaron en la ocurrencia de brotes de enfermedad.



Antecedentes recabados por el grupo de trabajo Sanidad Animal del INTA
Mercedes, Corrientes, (1990 -1999) a través de informes de casuisticas de brotes de
babesiosis y anaplasmosis y seguimiento epidemiol6gico en dos establecimientos ubicados
en el departamento de Bella Vista durante 10 afios en areas endémicas de la region,
mostraron una baja proporcién de reactores positivos contra A. marginale (33%) en terneros
menores de un afio, con un alto riesgo de apariciéon de brotes. Esto llevé a implementar la
vacunacion anual a las terneras de reposiciéon, como herramienta de control, con lo que se
logré reducir las muertes y casos clinicos. En el otro establecimiento la proporcién de
terneros con anticuerpos contra A. marginale en dos grupos de bovinos evaluados fue
27,7% y 10%, por lo cual se aplicé la misma medida y se logré la estabilidad enzodtica al
cabo de 10 afos (Cetra et al., 2000) .

Segun datos obtenidos por el mismo grupo de trabajo durante los afios 2000 al 2004,
sobre 434 muestras de sangre con diagndsticos presuntivos de anaplamosis, 324 (74,65%)
resultaron positivas. Este estudio incluy6 varios establecimientos de 9 departamentos de la
provincia de Corrientes y permitié confirmar la ocurrencia de casos clinicos (Zimmer,
2005).

Los modelos epidemiolégicos tienen como fin entender el funcionamiento de una
enfermedad compleja y hacer predicciones a partir de la incidencia y/o prevalencia de una
determinada enfermedad, sobre las medidas de manejo que se deberian tomar en el futuro.
Guglielmone (1991), destac6 la importancia de la interaccion entre los factores
epidemioldgicos mdas importantes para poder formular modelos mateméaticos de
simulacion, como se realiz6 para babesiosis (Ross & Mahoney, 1974; Smith, 1982; Estrada
Pefia, 1985).

El modelo matemético de Mahoney y Ross (1972), se fundamenta en el concepto de
la tasa de inoculacién (h), definida como la probabilidad diaria de que cada uno de los
animales del establecimiento pueda recibir la infeccién y en el hecho de que los terneros

son naturalmente resistentes hasta los 9 meses de edad. Originalmente utilizado para



malaria y luego adaptado para babesiosis, no parece haber restricciones, hasta el momento,
para su uso en anaplasmosis (Vanzini & Ramirez, 1994); Las limitaciones del modelo se
tendrian en cuenta cuando se realizan predicciones de brotes en los casos donde la
seroprevalencia a los 9 meses indica inestabilidad, debido a la transmision iatrogénica de
anaplasmosis, por lo cual esa inestabilidad se convertiria en una critica situacién de riesgo.

Cuellar Rivera et al, (2000) lo utilizaron en un estudio sobre babesiosis y
anaplamosis en terneros lecheros del oriente boliviano. Spéth et al., (1987), aportaron datos
del NOA, mientras que en el NEA no se han hecho estudios disefiados con este fin.

Es necesario disponer de informacion actualizada sobre la epidemiologia de esta
enfermedad para Corrientes, para comprender los hechos que ocurren y poder prevenirlos
adecuadamente.

El uso de vacunas como medidas preventivas es una herramienta de gran utilidad,
sin embargo, antes de iniciar un programa de control mediante la inmunizacién de los
animales susceptibles, conviene que se evalte la necesidad de su implementacién. Hasta el
momento, la inmunizacién se restringe a situaciones puntuales, por ejemplo, para brindar
proteccioén a animales susceptibles que van a ser trasladados a zonas donde la enfermedad
es enzodtica y cuando los animales susceptibles se encuentran en zonas de inestabilidad
enzodtica (Guglielmone, 1991).

Basdndose en la problemética de esta afeccién y la permanente inquietud de las
Sociedades Rurales y productores de prevenirla y tratarla adecuadamente, es necesario
continuar con los estudios epidemiolégicos a escala regional, como asi también investigar
la respuesta inmunolégica de los animales nacidos y criados en la regién, a fin de mantener

un control efectivo para la anaplasmosis bovina (Anziani et al., 1992)



Objetivos
Objetivo general

Caracterizacién epidemiolégica de la anaplasmosis bovina para evaluar la situacion
de riesgo de los rodeos en un area endémica.
Objetivos especificos

1) Estimar la prevalencia serolégica en terneros de un drea endémica de la provincia
de Corrientes.

2) Evaluar la dindmica de la infeccion natural durante el periodo de resistencia a la
anaplasmosis.

3) Identificar factores de riesgo asociados a la ocurrencia de brotes de anaplasmosis.

Hipétesis
Las variaciones constantes del ecosistema modifican dindmicamente el status

epidemiol6gico de la anaplasmosis en rodeos bovinos de areas endémicas.
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5.4. Valoracién del estado epidemiol6gico

1. Anaplasma spp.

1.1 Biologia general.

Anaplasma marginale fue descrito por primera vez por Theiler (1910), quien lo
reporta como un parasito intraeritrocitico obligado que se ubica en la periferia de los
globulos rojos. Se distingue como un corptusculo esférico de 0,2 a 1,0 pm de didmetro, sin
citoplasma, de alli su nombre genérico Anaplasma, en tanto que el nombre de la especie,
marginale, responde a la posicién que toma dentro de la célula que infecta (Ristic, 1968;
Ristic & Mc Intyre, 1981). Se caracteriza, como todas las bacterias, por no tener su
cromatina rodeada por membrana limitante y por carecer de reticulo endopldsmico.
Contiene agregados granulares densos en un protoplasma electré-lucido, todo encerrado
en una membrana doble de 40 a 50 nm de grosor (Kocan et al., 1978). A. marginale fue

inicialmente clasificado por sus caracteristicas fenotipicas junto con organismos del orden
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Rickettsiales dentro de la familia Anaplasmataceae (Rivera, 1996). En los tdltimos afios, las
técnicas de microscopia electrénica, su susceptibilidad a antibiéticos y el anédlisis de las
secuencias de ARN ribosomal 16S han permitido modificar su clasificacién, colocandola
junto con los microorganismos del género Ehrlichia, dentro del orden Rickettsiales (Inokuma

et al., 2001; Drauncourt & Raoult, 1994).

1.2. Biologia molecular

Se ha estimado el tamarfio del genoma de A. marginale entre 1200 y 1260 kpb gracias
a la electroforesis de pulso de los fragmentos de restriccion obtenidos después de la
digestion completa con Sfi I, asimismo se ha determinado la cantidad de G + C en 56 mol
%. Filogenéticamente se ha confirmado que este género se encuentra muy relacionado con
los géneros Ehrlichia y Cowdria (Barbet, 1995) y se han incluido en la familia Anaplasmatacea
a Anaplasma (Ehrlichia) phagocitophila que a su vez incluye a Anaplasma (Ehrlichia) equi y al
agente de la ehrilichiosis granulocitica en humanos Anaplasma (Ehrlichia) bovis y Anplasma
(Ehrlichia) platys dentro del género, compren de ademas A. marginale, A. centrale y A. ovis
(Dumber et al., 2001).

A. marginale es una de las rickettsias mejor estudiadas hasta la fecha. Actualmente
se conocen cinco proteinas localizadas en su membrana celular, que se denominan
proteinas principales de superficie (major surface proteins, MSP) con nliimeros consecutivos
del1al5.

MSP1 es un heterodimero, es decir la proteina estd compuesta de dos polipéptidos
heterogéneos no relacionados, MSP1a, que esta codificada por el gen msp1 1y msp 132
(Barbet et al., 1987; Viseshakul et al., 2000; De la Fuente et al., 2001). El peso molecular
aparente de MSPla es de 105kDa pero varia de acuerdo con un ndmero variable de
secuencias repetidas cada una de 28 a 29 aminoacidos, ubicadas en la parte variable de la

proteina (Palmer et al., 1988).
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MSP2 es una proteina de aproximadamente 36kDa (Tebele et al., 1991) y en su
estado nativo, es decir cuando se aisla de extractos crudos de la rickettsia, es capaz de
inducir una respuesta parcialmente protectora contra aislados homoélogos y en menor
grado contra aislados heterélogos, cuando se inocula a animales menores de un afio
(Palmer et al., 1988). Esta proteina est4 codificada por una familia multigénica que permite
la presentacién de variantes durante los diferentes ciclos de rickettsemia presentes en un
solo animal (French ef al., 1998). Este polimorfismo esta intimamente relacionado con la
permanencia de A. marginale en los animales portadores ya que ain cuando se recuperan
de una primo-infeccion, si la rickettsia no es eliminada, surgen variantes de la misma
(variantes de MSP2). Este mecanismo genera una nueva respuesta de anticuerpos capaz de
reconocer y eliminar las nuevas variantes (Kieser et al., 1990), de esta forma se han
determinado que surgen de 3 a 6 variantes de MSP2 cada 6 a 8 semanas en animales
portadores, es decir en cada ciclo de rickettsemia.

MSP3, es una proteina de aproximadamente 86 kDa, que se presenta en forma
polimoérfica dentro de una misma infeccioén y entre aislados.

MSP4, es una proteina de aproximadamente 31 kDa, esta codificada por un solo
gen y los anticuerpos monoclonales reconocen el homoélogo de aquélla en aislados de
diferentes regiones geograficas distantes.

MSP5 es una proteina de bajo peso molecular, aproximadamente 19kDa, que se
ubica en la superficie de la rickettsia, esta codificada por un solo gen, lo que indica que
debe tener una funcién de importancia en la conservacioén de la especie; se ha reconocido
su homologo en todos los aislados geograficos hasta ahora probados. Estructuralmente se
presenta en forma multimérica unida por puentes disulfuro, que la ayudan a mantener su
conformacion terciaria (Visser et al., 1992), necesaria para su reconocimiento por
anticuerpos de bovinos expuestos. También se expresa en las provenientes de garrapatas

infectadas.
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2. La enfermedad

2.1. Patogenia

En el huésped vertebrado, Anaplasma infecta eritrocitos maduros forméndose una
vacuola alrededor del parasito (Francis et al., 1979). Dentro del eritrocito, la rickettsia se
replica por fision binaria pudiendo contener hasta 8 organismos individuales dentro de
una sola vacuola (Ristic et al., 1968). Los anaplasmas salen del eritrocito utilizando un
mecanismo no bien definido, pero aparentemente no litico, e infectan eritrocitos adicionales
(Figueroa et al., 1993). Después de la introduccién en un huésped rumiante, el ntimero de
eritrocitos infectados se incrementa aparentemente al doble cada 24 a 48 horas. La infecciéon
se hace patente microscopicamente (alrededor del 2% de parasitemia) de dos a seis
semanas después de la transmisién, dependiendo del nimero y virulencia de organismos
transmitidos. A partir de alli la parasitemia crece rdpidamente en animales sensibles, y
alcanza valores entre 5 y 15 % en animales mantenidos en corrales, mientras que puede
llegar a 70% en animales experimentales esplenectomizados. (Ristic & McIntyre, 1981). Se
desarrolla una anemia severa que persiste durante una a dos semanas. Los animales
susceptibles pierden peso significativamente y pueden abortar si estdn prefiados. Se ha
informado de hasta 36% de mortalidad en ganado con infeccién aguda (AlderinK &
Dietrich, 1982). Los eritrocitos infectados con Anaplasma son rapidamente eliminados de la
sangre conforme se desarrolla la inmunidad. Después de recuperarse de la infeccién aguda,
los animales permanecen infectados con un bajo nimero, microscépicamente no visible, de
Anaplasma en la sangre (Kreirer et al., 1964). El nimero de eritrocitos infectados en esta
infecciéon persistente, denominado estado de portador, varia dramdticamente de
(>0,000025% a <0,0025%) tanto entre animales portadores como dentro de un mismo
individuo, a lo largo del tiempo (Eriks et al., 1989, 1993). Esta variaciéon puede influenciar
significativamente la eficiencia de la transmisién por artrépodos a partir de animales

individuales (Garfias Bautista, 1996).
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2.2. Patologia de la anemia

El mecanismo por el cual se produce una severa anemia en bovinos con
anaplasmosis se debe a un incremento de la destruccion de los glébulos rojos. Baker et al.,
(1961) demostraron que la anemia se debe a un aumento de la destruccién de los glébulos
rojos. Utilizando eritrocitos marcados con Cr 51 determinaron que la supervivencia de los
mismos durante la crisis hemolitica en terneros esplenectomizados e infectados
experimentalmente con A. marginale era 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 (S.R.E.). Por lo tanto la anemia se debia a una aguda hemdlisis
extravascular, fundamentalmente por la accién catabdlica del S.R.E. sobre lo eritrocitos
fisica o quimicamente alterados por A. marginale y sobre aquellos glébulos rojos
parasitados o no previamente sensibilizados por auto anticuerpos. Se descarta una lisis
intravascular por la ausencia de hemoglobinuria en esta enfermedad (Siefert, 1998).

Otras alteraciones orgédnicas que se producen durante este periodo estan
relacionadas con la hiperactividad e hiperplasia del S.R.E. (Ristic, 1960; Trueman & Wilson,
1980; Poncet, 1987). Si bien las células de este sistema estan presentes en todos los 6rganos,
son mas abundantes en el bazo y en el higado; esto resulta en hepato y esplenomegalia con
aumento de la friabilidad del bazo, que predispone a su ruptura (Anziani ef al., 1981).

Acompaiiado a estos procesos patolégicos se observé también leucocitosis, aparte
de un aumento de los neutroéfilos juveniles; mientras que Otin et al., (1980) sefialaron una
disminucién de monocitos, eosindfilos y baséfilos durante el pico de la anemia; estando los
linfocitos aumentados en forma absoluta y relativa durante la convalecencia de la
enfermedad.

Como consecuencia de la elevada destruccién de los 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 excrecién como 4cidos y sales biliares. Cuanto mayor es la destruccién de
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globulos 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 urobilinégeno fecal (Jones & Brock,
1966).

Sharma & Bansal (1986) demostraron otras alteraciones orgénicas como aumentos
significativos en los niveles de histamina, serotonina y cortisol, asi como un marcado
descenso del nimero de plaquetas. La histamina y la serotonina serian las responsables de
la vasodilatacién, el aumento de la permeabilidad capilar y el éstasis vascular que se
observa en algunos casos clinicos de anaplasmosis, similar a lo observado por Wright
(1978) en la babesiosis bovina.

Los niveles de las proteinas plasmaéticas sufren modificaciones cuali-cuantitativas.
Allen et al.,, (1981) observaron un descenso de las albiminas y aumento de las a y &
globulinas en vacas infectadas experimentalmente. El descenso de las albiiminas es una
respuesta comin a muchas enfermedades infecciosas y se deberia a un balance de
nitrégeno negativo, facilitado por la anorexia que se produce en la anaplasmosis. El
aumento de la o globulinas tendria relacién con la participaciéon en los procesos
inflamatorios con destruccién de los tejidos, en tanto que la fracciéon & obedeceria a la
respuesta inmunitaria contra la bacteria.

El normal funcionamiento de los ovarios se ve afectado durante el periodo maximo
de anemia. Switf et al, (1984) observaron anestro en vaquillonas inoculadas
experimentalmente, juntamente con una caida de los niveles de 17 P estradiol y
progesterona. La disminucién de la sintesis hormonal seria una consecuencia de la falta de
oxigeno debida a la anemia.

En vaquillonas infectadas experimentalmente con A. marginale en el altimo tercio de
prefiez se observé una disminucién de la tension de oxigeno en los fetos, lo cual
ocasionaria la muerte por anoxia y el consecuente aborto (Fowler & Swift, 1975; Switf, &

Paumer, 1978).
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Switf et al., (1979) determinaron también que la enfermedad produce infertilidad
temporaria en toros infectados experimentalmente. El estudio histopatologico revelo
diferentes grados de degeneracion testicular. En la evaluacion del semen se comprobaron
anormalidades morfolégicas que variaban entre el 44 al 79%, con respecto a exdmenes
efectuados antes de la inoculaciéon. Todos estos cambios fueron acompafniados con pérdida
total de la libido. Estas alteraciones temporarias se deberian a la oxigenacién deficiente y a
la pirexia que se observa durante el periodo de maxima anemia.

Al final de este periodo se define el curso de la enfermedad, ya que el animal se
recupera o sobreviene la muerte. Fsta se produce en animales adultos generalmente y se
debe a falla cardiaca como consecuencia de la intensa anoxia tisular que acompana a la

anemia (Jones & Brock 1966).

3. La respuesta Inmune del huésped

Los mecanismos de respuesta inmune, determinan que ésta sea innata o natural
y adquirida.

3.1. Resistencia natural

La resistencia natural de los animales a la anaplasmosis, depende de las
caracteristicas genéticas del individuo, asi como de la edad o la raza. Se comprobé que la
anaplasmosis generalmente es moderada en terneros de hasta una afio de edad; aguda pero
raramente fatal en animales de hasta dos afios de edad; aguda y ocasionalmente fatal en
bovinos de hasta tres afios de edad e hiperaguda y frecuentemente fatal en animales de
mas de tres afios de edad. Cabe sefalar que la crisis aguda comdnmente se manifiesta de
manera inesperada, sin haber existido una evidencia previa de la enfermedad (Ristic &
Carson, 1977).

Con respecto de los fenémenos de resistencia relativos a la raza de los animales Bos
taurus (bovinos tipo europeo) o Bos indicus (tipo cebuino), tradicionalmente se ha

considerado que animales cebuinos puros y sus cruzas hasta en % partes sangre cebt, son
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mas resistentes a la infeccién por anaplamosis (Parker et al., 1985). Se ha confirmado que
los bovinos Bos indicus son mas resistentes a la infestacion por garrapata, lo que podria
simular una resistencia a anaplasmosis (Lombardero & Schiffo, 1968). La resistencia en
relacién al sexo se ha reportado mas en virtud del dafio que la enfermedad ocasiona en
sementales, los cuales pierden temporariamente su capacidad para reproducirse, que en
términos de verdadera resistencia de un sexo sobre otro a la anaplasmosis.

3.2. Mecanismos de inmunidad adquirida

Para entender los mecanismos de inmunidad que intervienen en la resolucién de la
anaplasmosis, habria que analizar los eventos que ocurren durante el proceso inicial de la
primoinfeccion y los eventos que ocurren en la resolucion de exposiciones subsecuentes
como las que suceden en animales que habitan zonas endémicas.

El proceso de infecciéon por A. marginale en el bovino, comienza cuando los cuerpos
iniciales de rickettsia son inyectados por la garrapata u otro transmisor a partir de formas
que se alojan en las glandulas salivales (Kocan et al., 1988). Estas formas infectan al
eritrocito sano, célula que carece de ntcleo y de receptores correspondientes al complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH), hecho que las hace inmunes a la accién de linfocitos
citotoxicos de clase I o clase II.

El proceso de invasién del cuerpo inicial es mediado por las proteinas de superficie
MSP1 a y MSP1 b, que se unen como adhesinas (McGarey & Allred, 1994; Barbet, 1995; De
la Fuente et al., 2001). De estas dos proteinas, la primera parece tener también un papel
importante en la adherencia de los cuerpos iniciales en la garrapata, en contraste con la
segunda que parece tener afinidad exclusivamente por el eritrocito, mas adn, esta misma
proteina parece tener un papel relevante en la transmisiéon de ciertos aislados de la
rickettsia a través de garrapatas Estos estudios fueron desarrollados sobre garrapatas del
género Dermacentor (Barbet et al., 1999).

Una vez fagocitado el eritrocito se inicia el procesamiento antigénico, el cual

incluye la desnaturalizacién y la digestion parcial de las proteinas de Anaplasma (Brown et
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al., 1998), de tal manera que se rompen en péptidos cortos. Posteriormente un ntimero
limitado de péptidos se relaciona de modo no covalente con las proteinas del CMH de clase
II, los cuales se transportan a la superficie del macréfago donde pueden ser detectados por
células T cooperadoras CD4 + (HT CD4+). La activacion de la célula HT CD4+ induce la
produccién de la interleucina 2 (1L 2) (Valdez et al., 2002).

Las células T cooperadoras que participan en la respuesta inmune incluyen células
HT 1, especializadas en la produccién de IL 2 e interferén gamma, que estimulan la sintesis
de Ig M e Ig G2 por las células B y activan a los macréfagos (DeFranco, 1993), sin embargo
también se presenta una respuesta de células Th2 que secretan IL 4, IL 6, e IL10, citocinas
que estimulan también células B pero hacia la produccién de Ig. G 1. Las células B se
pueden activar al reconocer a un inmunégeno en su forma libre y no transformada, este
reconocimiento lo realizan a través de sus receptores de antigeno o anticuerpos de
superficie (Browm et al., 1998).

Estudios acerca de las diferentes capacidades de los is6topos de las
inmunoglobulinas G del bovino indican que Ig G2 a diferencia de IgG 1, est4 relacionada
con la resolucién de procesos infecciosos (McGuire et al., 1979; McGuire & Musoke, 1981),
capacidad que se ha confirmado en el caso de anaplasmosis bovina ya que estos
anticuerpos de animales inmunes son capaces de opsonizar eritrocitos infectados y ser mas
rapidamente fagocitados (Cantor et al., 1993), a diferencia de Ig G 1 que no es capaz de
mediar la fagocitosis por neutréfilos o monocitos (McGuire & Musoke, 1981). La
importancia de la Ig G2 en los procesos de inmunidad contra anaplasmosis se ha
comprobado recientemente, ya que animales vacunados con extractos de membranas de
rickettsia, presentan una respuesta de Ig G2 pero no de Ig G1 en los animales protegidos
contra el desafio homoélogo (Brown et al., 1998), lo que también sucede al vacunar animales
con cuerpos iniciales purificados de rickettsia y desafiados en forma heteréloga (*).

* Rodriguez et al., datos no publicados
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Los antigenos responsables de esta estimulacion han sido parcialmente definidos y
entre ellos se encuentra principalmente la MSP2, la MSP3 (que comparte secuencias con

MSP2) y otros antigenos no especificados (Brown et al., 1998).

4. Diagnéstico:

4.1. El diagnéstico clinico se realiza por identificacion de los signos mas comunes:
anemia, ictericia, taquicardia, taquipnea, hipertermia, constipacién, abortos. Estas son
compartidas con varias enfermedades, por lo que su valor absoluto es escaso si no se
considera la historia clinica del rebafio, el ecosistema, sus noxas predominantes y el
traslado de vacunos de un lugar a otro.

Conjuntamente la presencia de las alteraciones macro y microscépicas a través de la
necropsia e histopatologia ayudan al diagnostico (Siefer, 1998). Los hallazgos mas notorios
a la primera apreciacion visual, son la anemia e ictericia generalizada. La esplenomegalia es
evidente y en los casos de muerte por ruptura esplénica se nota un codgulo abdominal de
grandes proporciones. La hepatomegalia también es frecuente, el higado presenta los
bordes redondeados, el parénquima de color amarillo oscuro; la vesicula biliar esta
generalmente repleta de bilis (Losos, 1986).

La sangre constituye el tnico material de valor para confirmar el diagnéstico, tanto
del animal vivo como muerto.

4.2. El diagnostico de laboratorio consta de dos partes: a) la identificacion del
agente causal por microscopia (frotis sanguineo) junto a los andlisis complementarios de
diagnoéstico; b) el diagndstico inmunolégico por pruebas serolégicas (Torioni de Echaide et
al., 1998; Luis De la Rue et al., 1992) y por la deteccién de antigenos por sondas de acido
desoxirribonucleico.

Se han desarrollado pruebas ELISA para identificar anticuerpos contra A. marginale
en suero bovino (Duzgum et al., 1988; Ndung u et al., 1995; Knowles et al., 1996). ELISA

es una prueba sensible y especifica y brinda la posibilidad de una mejor interpretaciéon de
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los resultados (Duzgum et al., 1988). En 1986, Palmer et al., realizaron un ELISA utilizando
la proteina MSP3, pero actualmente se ha comprobado que ésta presenta epitopes comunes
con A. ovis y no se encuentra conservada entre los diferentes aislamientos de A. marginale
por lo que el uso, en el diagnostico en general, de la proteina nativa o recombinante no es
recomendado (Allegan & Barbet, 1996). El uso de la proteina MSP5 como antigeno ha
mostrado buenos resultados en la detecciéon de diferentes especies del género Anaplasma
(Ndungu et al., 1995).

Para mejorar los pardmetros de sensibilidad y especificidad se han desarrollado
técnicas de diagnoéstico utilizando anticuerpos monoclonales (Trueblood et al.,, 1991) y
antigenos recombinantes (Knowles et. al., 1996; Torioni de Echaide et al., 1998). El
establecimiento de un ensayo de ELISA competitivo (c-ELISA) utilizando la proteina
recombinante MSP5, permiti6 el incremento de la sensibilidad a un 96% y la especificidad
de un 95%, pudiendo detectar las infecciones persistentes del parasito (Torioni de Echaide
et al., 1998).

El c-ELISA, es de competicion e inhibicién para la deteccion de anticuerpos bovinos
contra MSP5. Fue desarrollado por el uso de la fusién de una proteina purificada
recombinante MSP5 y el anticuerpo monoclonal MAb ANAF16C1 (Torioni de Echaide et
al., 1998).

Una proteina, el epitope MSP5, proteina de superficie, definido por anticuerpos
monoclonales (MAb) ANAF16C1, es conservado entre las especies de Anaplasma y es
expresado en las glandulas salivales de garrapatas infectadas. Detecta anticuerpos anti-
proteina de superficie MSP5, la cual estd conservada en todas las especies de Anaplasma
(Torioni de Echaide et al., 1998).

Torioni de Echaide et al., (1998), optimizaron un PCR “nested” acoplado con anélisis
de secuencia e hibridacion para identificar el gen msp5 de A. marginale, siendo capaz de

detectar hasta 30 eritrocitos infectados por mililitro de sangre, lo cual hace de 10-100 veces
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mas sensible que los PCR descriptos por EriKs et al., (1989); French et al., (1998); Gale et

al., (1996); Ge et al., (1997).

5. Epidemiologia:

La existencia de inmunidad previa, la velocidad de transmisién y la edad a la que
ocurre el primer contacto con la rickettsia (primoinfeccién), determinan el efecto clinico que
causard el mismo en el huésped. Por ejemplo, el cuadro clinico tipico de la infeccién aguda
por Babesia y Anaplasma Gnicamente se observaron en animales adultos susceptibles; en
condiciones naturales esto s6lo ocurre en regiones marginales para la garrapata o cuando
se transportan animales adultos susceptibles a regiones endémicas. En los sitios donde las
garrapatas son abundantes, la epidemiologia de estas enfermedades se caracteriza por la
estabilidad enzoética, concepto que implica la presencia de un alto porcentaje de ganado
infectado, pero la rara ocurrencia de enfermedad clinica (Benavides, 1985). Esta relacion se
mantiene debido a la inmunidad pasiva (anticuerpos) provista por el calostro y la temprana
infeccion de los terneros, los que segtin se ha demostrado, poseen resistencia innata (atin en
ausencia de anticuerpos) hasta cerca de los nueve meses de edad. Durante esta edad, los
animales adquieren la infeccién sin presentar signos aparentes de enfermedad; la
inmunidad resultante, una vez establecida, es mantenida en ganado adulto mediante re-
infecciones, las que son inaparentes clinicamente (Cetra et al., 2000).

En regiones donde las condiciones ambientales no son favorables para la
reproduccién de la garrapata y en sitios donde la poblacién se reduce artificialmente por
un intenso control, se rompe el equilibrio entre agente, huésped y ambiente, pues no todo
los terneros se infectan antes de los nueve meses de edad, creando asi un segmento de
ganado susceptible dentro del rodeo. Estos animales muy posiblemente desarrollaran
enfermedad clinica aguda (con alta probabilidad de morir) cuando adquieran contacto con

el hemoparasito, meses mas tarde. Esta situacion es conocida como inestabilidad enzoética,



21

en la cual la enfermedad se vuelve periédicamente aparente, coincidiendo con periodos de
tiempo favorables para la reproduccion de la garrapata (Benavides, 1985).

La epidemiologia de las enfermedades asociadas a garrapatas indica que la
estabilidad se logra cuando toda la poblaciéon de ganado vacuno es inmune, como
consecuencia de la exposicion natural a ella; no hay casos clinicos, pero el microorganismo
se halla ampliamente extendido. Se presenta la inestabilidad cuando una proporcién de la
poblacién queda sin exponer durante algin tiempo y la enfermedad se presenta en estos
animales conforme envejecen.

El ganado bovino joven muestra fuerte resistencia a la mayoria de las enfermedades
transmitidas por garrapatas durante un periodo variable después de su nacimiento. Debe
determinarse la extensiéon aproximada de este periodo para cada enfermedad, puesto que
para alcanzar la estabilidad los terneros deben recibir al menos una infecciéon durante él
mismo.

Este modelo hipotético debe considerarse principalmente en términos didécticos.
Bajo las condiciones de los establecimientos la situacion es mas compleja, ya que los niveles
de infeccién de las garrapatas con el pardsito varian y los nameros de garrapatas en los
animales no se mantienen constantes, debido a los patrones de movimiento de los animales
entre los potreros, a factores estacionales y a las aplicaciones de acaricidas (Perry et al.,
1985). Sin embargo, el modelo sirve para ilustrar el hecho de que la mejor proteccion contra
la aparicién de enfermedad hemoparasitaria en los establecimientos es permitir que los
animales jovenes posean un nivel de garrapatas, el suficiente para asegurar la infeccion de
todos los animales antes de los nueve meses de edad (Mahoney & Ross 1972).

El riesgo de ocurrencia de anaplasmosis depende, entre otros, de los siguientes
factores: sistema de explotacion (intensivo, extensivo), raza, flujo zootécnico o tecnologia de
produccién para leche o carne, tasa de inoculacién, grado de infestaciéon de garrapatas y
nivel y eficacia del control quimico y ecoldgico contra los distintos vectores (Cordoves &

Oliver, 1989), citado por Guglielmone, (1991).
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5.1. Transmision

Las vias mas importantes de transmision de la enfermedad son: la mecanica, en la
que se introducen directamente los eritrocitos infectados, ya sea por inoculacién a través de
picaduras de artrépodos hematéfagos parasitados o con objetos punzantes contaminados
(Richey & Palmer, 1990). La transmisién vertical de tipo placenta-feto, se da cuando la
madre sufre anaplasmosis aguda (Zaugg, 1990). Este autor demostré que A. marginale,
podia, en el segundo y tercer trimestre de gestacion, atravesar la barrera placentaria e
infectar al feto y que probablemente esto no sucedia dentro de los eritrocitos, sino que era
una fase extraeritrocitaria del parésito. Segtin Rey et al., (2003), la via de transmision
trasplacentaria debe ser tomada en cuenta como factor de riesgo en zonas donde la
anaplasmosis es endémica.

La transmisién transplacentaria ha sido notificada con cierta frecuencia (Brinton et
al., 1976; Swift & Paumer, 1978; Paine & Miller, 1977; Norton et al., 1983; Zaugg & Kauttler,
1984; Zaugg, 1985; Potgieter & Van Rensburg, 1987; Ribeiro et al., 1995). La mayoria de los
fetos fueron contagiados cuando la vaca habia sido infectada durante el periodo de
gestacion. Entretanto, los casos reportados por Norton et al., (1983), Potgieter & Van
Rensburg, (1987), Ribeiro et al., (1995) sugieren que la transmisién intra-uterina o
transplacentaria puede ocurrir en vacas portadoras crénicas.

Basados en resultados experimentales ya citados, se considera que las garrapatas de
los bovinos son transmisores biolégicos de A. marginale y responsables por la situacion
endémica de anaplasmosis. La transmisiéon por estos ectopardsitos ocurre transestadial e
intraestadialmente. En regiones en que la garrapata es endémica la situacién con relacién a
los hemoparésitos (babesiosis y anaplasmosis) es de estabilidad endémica. Esto no ocurre
en regiones libres de garrapatas o aquéllas marginales donde este ectoparasito no tiene
presencia constante. La transmisién transplacentaria sucede con cierta frecuencia, y su
significado, con relacion a la epidemiologia, merece ser mejor estudiado. La capacidad de

transmision de A. marginale por insectos hematéfagos debe ser objeto de mas estudios,
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antes de considerarlos como vectores epidemiolégicamente importantes (Wiesenhutter,

1975).

5.2. Tasa de inoculacion (h)

El modelo hipotético antes mencionado fue originalmente adoptado para malaria
por McDonald (1950%), quien defini6 la tasa de inoculacién (h) como la proporcién de la
poblacién humana que recibi6é un inéculo infectivo en una unidad de tiempo determinado.
En consecuencia puede estimarse el riesgo de ocurrencia de la enfermedad calculando (h) a
partir de la prevalencia de la infeccién. Si bien este modelo fue desarrollado para Babesia sp.
originalmente, no existen restricciones para utilizarlo en Anaplasma sp. En tal sentido
existen experiencias realizadas en el exterior (Teclaw et al., 1985) y otra realizadas en el
pais (Habich et al., 1982; Vanzini et al, 1993). Considerando que para el caso de
anaplasmosis existen otros transmisores, ademas de R. (B) microplus, la probabilidad riesgo
de brotes es elevada.

La tasa de inoculacién (h) es la probabilidad diaria de que cada uno de los animales
del rodeo pueda recibir la infeccién. h es el producto del promedio de picaduras por dia
que recibe el animal por la proporcion de larvas infectadas que logran parasitar al animal
(en el caso de que el transmisor fuera la garrapata).

Debe tenerse en cuenta que los titulos de los anticuerpos calostrales persisten
aproximadamente 3 meses, pudiendo interferir con la interpretacion de h en ese periodo
por lo que se recomienda obtenerlo entre los 4 y 9 meses de edad.

El conocimiento de este pardmetro es esencial para la evaluacién del nivel
epidemiolégico del rodeo y predecir la probabilidad de ocurrencia de brotes (Mahoney &

Ross 1972).
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5.3. Tasa de Infeccion (I)

En el modelo desarrollado por Mahoney & Ross (1972) también se prevé el calculo
de la tasa de infeccién en el bovino por medio de pruebas serolégicas.

La estabilidad se logra cuando I se aproxima al 100%, por lo tanto todos los

animales del rodeo fueron infectados con el agente, A. marginale.

5.4. Valoracion del estado epidemiolégico.

Los datos de h, I, edad, se representan de la siguiente manera, teniendo en cuenta
los pardmetros consecutivos:

a) El valor observado de h a una edad determinada.
b) El valor critico de h para lograr la estabilidad de la enfermedad a los 9 meses.

Cuando el valor de (a) es mayor al de (b), el rodeo estaria en estabilidad, mientras
que cuando el valor de (a) es menor que el de (b), estaria en inestabilidad.

El calculo de tasas de inoculacién para hemopardasitos deberia hacerse en toda zona
en la que estas enfermedades constituyan una amenaza, con el fin de adaptar el control de
las garrapatas y de los hemoparasitosis a cada situacion.

Determinar la correlacién entre el nimero de garrapatas en los animales y h para
calcular teéricamente el nimero de garrapatas minimo necesario para obtener estabilidad
endémica para babesiosis y anaplasmosis, es de gran importancia para la formulacion de
un adecuado programa de control contra las garrapatas, manteniendo la estabilidad
endémica.

S6lo se toman en cuenta para el calculo de h los resultados serolégicos de las
cohortes de animales a partir de la edad de cuatro meses (120 dias), a fin de evitar la
inclusion de animales seropositivos por efectos de la inmunidad pasiva calostral. Tampoco
es posible el cédlculo de h en los casos en el que 100% de los animales alcanzan la

seropositividad (Cuellar Ribera et al., 2000).
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Para hallar h requerida para la estabilidad de la enfermedad, es necesario lograr
una alta proporcién de animales infectados (I) durante el periodo de resistencia neonatal. El
modelo matematico desarrollado por este autor determina que h critica para lograr la
estabilidad enzoodtica es de 0,01, correspondiente a una I del 95% a los 9 meses. Sin
embargo, para evaluar situaciones epidemioldgicas de las enfermedades asociadas a
garrapatas de campo, Mahoney & Ross (1972) sugirieron que la estabilidad estaria asociada
a una tasa de inoculaciéon promedio por encima de 0,005 con una estimacién maxima
detectada de 0,05 y que con una I del 100% a los 9 meses de edad o antes, la estimacién de

h podria no ser requerida, porque tales condiciones indicarian estabilidad enzoética.
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CAPITULO III. METODOLOGIA
1. Seleccion del area geografica

El estudio se llevo a cabo en los departamentos de Empedrado y Bella Vista
situados entre los paralelos 27° y 28° de latitud sur y 58 ° y 59° de longitud oeste, de la
provincia de Corrientes (Apéndice, Mapa 2). La seleccion de los departamentos se realizé
tomando en cuenta los resultados obtenidos por Schiffo y Lombardero (1964) y Cetra et al.,
(2000), que indicaban dos situaciones epidemioldgicas de anaplasmosis diferentes, con
estabilidad enzodtica en el departamento de Empedrado e inestabilidad en el
departamento de Bella Vista (mapa 2). Los dos departamentos se encuentran en una
misma area ecolégica y los registros climatolégicos promedios para los periodos de estudio
fueron 21,5° C de temperatura y 127,4 mm de precipitaciones y la humedad relativa del

72,63 %. Se registraron ademas los datos climatolégicos mensuales (Apéndice, Grafico 8).

2. Seleccion de los rodeos

Se aplico el criterio de trabajo descrito por Spdth y Mangold, (1986), que se
fundamenta en la necesidad de la caracterizacién de una zona desde el punto de vista de la
sanidad y de la produccion, para obtener informacién sobre algunos factores que puedan
determinar la aparicion y distribucién de la enfermedad.

Se determind la proporciéon de productores y establecimientos para cada uno de los
departamentos seleccionados (Apéndice, Gréfico 9) y se realiz6 una estratificacion de
establecimientos ganaderos segtin la poblacién bovina (Apéndice, Gréfico 10). El 75% de
ellos poseia mas de 100 bovinos que representaban el 20% de la poblacién total, por lo que

para este estudio se seleccionaron rodeos incluidos en este estrato.
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2. Disefio experimental

2.1 Tipo de estudio

Se realizaron estudios observacionales para evaluar la asociaciéon entre la
enfermedad y un posible factor de riesgo para anaplasmosis. Se llevaron a cabo dos
estudios epidemiolégicos, uno longitudinal que incluy6 el seguimiento de bovinos en dos
establecimientos durante 12 meses y otro transversal en donde se evalud el estatus
epidemioldgico de anaplasmosis y el riesgo de ocurrencia de la enfermedad en 20 rodeos
del departamento de Bella Vista. Las actividades se realizaron entre diciembre de 2002 y
febrero de 2004, y entre mayo y agosto de 2003 respectivamente.

Basado en el modelo de Mahoney & Ross, (1972) descrito anteriormente, se considerd
estabilidad enzoética cuando el 75% de los animales a los 9 meses evidenciaban
anticuerpos contra Anaplasma sp.

En cada establecimiento se efectu6é una encuesta. Las preguntas fueron referidas
esencialmente a las caracteristicas de produccién general del establecimiento, composicién
genética y estructura del rodeo, carga animal, alimentacion, uso de acaricidas y ocurrencia
de anaplasmosis (Apéndice, 9. Encuesta).

Disefio del muestreo:

Se determind el numero de animales a muestrear para estimar la seroprevalencia,
utilizando la férmula descrita por Thrusfield, (1995) para variables dicotémicas, en este
caso “resultado seroldgico positivo” o “negativo”. La distribucién que se aplica para las
variables de este tipo es la binomial. E1 “n” obtenido para una poblacién infinita fue
ajustado a la poblacién real teniendo en cuenta los tamafos de las poblaciones registradas
en el trabajo preliminar (Apéndice, Grafico 10). La féormula antes mencionada es la
siguiente:

n= p. (1-p). 22/ a2
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Donde

p: es la prevalencia esperada para una zona endémica

Z: es el grado de confianza deseado, usualmente del 95% (z=1,96)
d: es el error admitido (entre 5-20%)

El tamafio de la muestra “n” se ajusto a una poblacion finita (n”).

n’= n/1+(n/N)
Donde

N: es el tamafio de la poblacién a estudiar

2.1.1. Estudio longitudinal

Se determiné la dindmica de la infeccién con A. marginale durante el primer afio de
vida a través de un seguimiento serolégico en terneros de dos establecimientos de la
provincia de Corrientes, La Elisa, (cohorte 1) y Santa Elvira, (cohorte 2).

Para la determinacién del n se utilizd, la férmula descripta por Thrusfield, (1995).
Se sigui6 el mismo criterio para los estudios longitudinal y transversal. Se calcul6 un n para
tener un 95 % de confianza de detectar un positivo, considerando que la prevalencia fuera
del 4 % con un tamafio promedio de 50 terneros (datos del departamento).

n={1-(1-)VHN- n/2} +1

Donde
n: tamano de la muestra requerido
N: tamafio del rebafio
d: nimeros de animales enfermos
& nivel de confianza, estimado 0.95

Con este criterio se seleccionaron, una cohorte de 40 terneros de raza Bradford, el
periodo estuvo comprendido entre febrero 2003 a 2004 para La ELISA (Empedrado) y otra
de 40 terneros de raza Hereford, el periodo comprendido entre diciembre del 2002 a 2003

para Santa Elvira (Empedrado).
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Adicionalmente se seleccioné una tercera cohorte de 42 terneros de raza Braford
nacidos en febrero del 2004 en La ELISA.

De cada ternero de las dos primeras cohortes se tomaron mensualmente muestras
de sangre desde el primer mes de vida hasta los 12 meses, con un total de 480 muestras
para cada establecimiento para andlisis serolégicos. Los terneros habian ingerido calostro,
antes de la primera toma de muestra.

En las dos primeras cohortes, se determiné la presencia de anticuerpos calostrales
especificos para A. marginale en los terneros de un mes de vida y se evalu6 su persistencia
a través del tiempo (Rios et al., 1990). Se determind el tiempo en que ocurrieron las sero-
conversiones positivas como respuesta a las primo-infecciones naturales.

Se utiliz6 la prueba de aglutinacién en placa (AP) para analizar las muestras de
suero obtenidas durante los 12 meses de estudio y c-ELISA para las de los 6 primeros meses
de estudio.

De los 42 terneros menores a veinticinco dias (promedio de 20 dias)
correspondientes a la tercera cohorte seleccionada, se tomaron por tinica vez muestras de
sangre con 10 % de citrato de sodio como anticoagulante para obtener ADN vy se
mantuvieron a - 20° C. Se determiné la proporcién de terneros portadores de A. marginale
durante el primer mes de vida mediante la prueba de PCR disefiada para amplificar un

gen especifico para A. marginale.

2.1.2 Estudio transversal

Se evalu6 el estatus epidemiolégico de anaplasmosis y el riesgo de ocurrencia de
enfermedad en rodeos bovinos del departamento de Bella Vista, mediante la estimacion de
la tasa de reactores serolégicos en terneros menores de un afio utilizando el mismo modelo
desarrollado para babesiosis por Mahoney & Ross, (1972).

La determinacién del tamafio de la muestra a tomar en el departamento, se calculé

en base a la férmula descripta previamente con los datos de prevalencia encontrados
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previamente en establecimientos de Bella Vista (Cetra et al., 2000) p =12 %, d =20% de p
(24%), Z =196 (95% C); N= 94.574 (bovinos del departamento de Bella Vista). EL 'n’
calculado fue de 705.

Para determinar el nimero de terneros a muestrear en cada establecimiento del
Dpto. Bella Vista se utiliz6 el criterio de nimero minimo de muestras necesarias para
detectar de la presencia de una enfermedad (Thrusfield, 1995) mencionado.

Estos rodeos tenian un promedio de 221 cabezas con aproximadamente 50 terneros
cada uno (Apéndice, gréfico 12).

Se consider6 razonable calcular un n para detectar la presencia de reactores con una
seroprevalencia minima del 4%. Para tener una alta probabilidad (95%) de detectar por lo
menos un ternero positivo con una prevalencia esperada del 4 %, se requieren muestrear
39 terneros por establecimiento (Thrusfield, 1995)

Para mejorar la estimacién de la prevalencia se decidié tomar muestras de 800
terneros en el departamento, 40 animales terneros cada establecimientos, 20
establecimientos (800/40).

Las muestras se analizaron mediante AP.

Se determiné la prevalencia aparente (PA), y prevalencia real (PR), segin las
siguientes férmulas: (Thrusfield, 1995)

PA: animales positivos al test diagndstico * 100 %/ Animales evaluados por el test

PR:  PA+Sp-1/Se+Sp-1
Se: sensibilidad de la técnica diagnéstica empleada (AP), 98%.

Sp: especificidad de la técnica diagnéstica empleada (AP), 99%.
El intervalo de confianza (I.C.), de la prevalencia se calculé de la siguiente manera

(Thrusfield, 1995)

ee=+ (r*g/n)
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Donde

ee: error estandar

p: prevalencia

q:1-p

n: animales evaluados

[.C conun 95%= e.e *1,96
rango inferior = PA -1.C

rango superior = PA +1.C

2.2.3. Toma de muestras.

2.2.3.1. Obtencién de suero

Las muestras de sangre fueron tomadas con material descartable, mediante jeringas
de 5 y 10 ml con agujas 40/12 o 25/8. De acuerdo con las instalaciones de cada
establecimiento las muestras se obtuvieron de arteria/vena caudal o yugular. Los sueros se
obtuvieron por centrifugacion a 5.000 rpm, se colocaron en tubos Eppendorf® y se

mantuvieron a - 20° C, hasta su procesamiento.

Para la obtencion de ADN, 800 pl de cada muestra de sangre se lisaron y lavaron
con 1000 pl de solucién estabilizadora (SE) para lisis de glébulos rojos (155 mM NH4CL; 10
mM NaHCO3; 100 mM EDTA disédico, pH 7.4), a 37°C y centrifugacién a 20.800 xg., hasta
que el sedimento quedé transparente. La digestion celular se realizé con 400 pl de SE para
lisis celular (0,1 M Tris-CLH pH 7,5; 0,3 M NaCl - 0,025 mM EDTA) y 5 pl de proteinasa K
(20 mg/ml,Gibco®) a 58°C, 1 hora. La precipitaciéon proteica se realizé con 200 pl de 7,5 M
de cloruro de sodio y 400 pl de fenol cloroformo seguido de centrifugacién a 20.800 xg a
4°C, 15 min. El ADN contenido en el sobrenadante se transfiri6 a otros tubos y se precipito

con 400 pl de alcohol isopropilico. Las muestras se lavaron con 400 ul de etanol 75 % a -20
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°C., y se dejaron secar. Luego se resuspendieron con 100 pl de SE de 10mM Tris-CLH;

1Mm EDTA (TE), pH 8 y se mantuvieron refrigerados hasta su procesamiento.

3. Metodologia del diagndstico

3.1 Prueba de Aglutinacion en placa

Se utilizo la prueba de aglutinacién en placa (AP) descrita por Amerault & Roby
(1968), considerada adecuada para estudios epidemiolégicos (Berdie et al., 1979). Es una
reaccion cualitativa entre el antigeno (Ag), los anticuerpos (Ac) y un suero de un bovino
normal denominado factor sérico bovino (FSB). El antigeno derivado de la multiplicacién
in-vivo de A. marginale  se obtuvo a través de pasajes rapidos en terneros
esplenectomizados, hasta lograr el 70% de eritrocitos parasitados. El FSB fuente de
conglutinina y complemento necesarios para que se produzca la aglutinacion o
conglutinacién propiamente dicha, fue obtenido de un bovino normal. La prueba se
realiz6 bajo condiciones de laboratorio controladas en agitaciéon continua 4000 rpm,
ambiente humedo y entre los 23 y 28°C, durante 4 min. La presencia de grumos se

consideré una reaccion positiva (Apéndice, 8.1).

3.2 Prueba de ELISA de competicion

La prueba de ELISA de competicion (c-ELISA) se realiz6 segtin Torioni de Echaide
et al., (1998). Utilizando como antigeno la proteina mayor de superficie de A. marginale
obtenida por recombinacion del ADN (rMSP5) y un anticuerpo monoclonal (AnaF16C1)
especifico para un epitope de la rMSA2C, conjugada con peroxidasa, que en presencia del
sustrato (H2O2 y cromégeno) genera color. La unién entre los anticuerpos policlonales del
suero de bovinos con anaplasmosis y el antigeno (primera fase) inhibe la unién entre el AC
monoclonal-peroxidasa y su respectivo epitope (segunda fase) que se traduce en una falta

de reaccién enzima-sustrato, sin desarrollo de color.
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Para la prueba se utiliz6 como cromégeno 0.04 M ABTS (2,2-Azinobis 3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico] y la lectura se realiz6 a 450 nm en un lector de ELISA.
Los resultados obtenidos en densidad optica (DO) se expresaron en porcentaje de
inhibicién (%I), en relacién a un control 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 inhibicién alguna (0% I). Esta reaccién conocida como
control de conjugado (CC) constituye el valor de referencia del % I para los sueros
problema, segin la siguiente férmula: 100 - DO suero problema x 100/DO CC. Se
consideré como punto de corte para diferenciar positivos y negativos un valor > 28%

Inhibicién (Torioni de Echaide et al., 1998), (Apéndice, 8.2).

3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa

La amplificacién del ADN se realizé en un termociclador Perkin Elmer techne TC
412® y consistié en 40 ciclos repetitivos de desnaturalizacion a 92° C en el cual las cadenas
de ADN se separan; de hibridacién a 60° C, en el cual los primers hibridan las cadena
complementaria de la secuencia de ADN y extensién a 72 ° C en el cual la DNA polimerasa
sintetiza la hebra de ADN complemetaria. Se utilizaron los primers msp5 INT For y msp5 ext
Rev, para amplificar una secuencia de 345 pb del gen msp5 de A. marginale (Torioni de
Echaide et al., 1998) y la enzima Taq Polimerasa (Invitrogen), (Apéndice, 8.3).

Las pruebas diagnésticas, (c-ELISA, PCR) se realizaron en el laboratorio del INTA,
Estacion Experimental Agropecuaria Rafaela. Laboratorio de Inmunologia. Mientras que

AP en el INTA Mercedes, Corrientes.

4. Analisis de datos:
4.1. De la situacién epidemioldgica
Para evaluar el riesgo de ocurrencia de brotes de anaplasmosis se aplicé el modelo

matematico de Mahoney & Ross (1972) desarrollado para babesiosis, teniendo en cuenta las
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restricciones que tiene su extrapolacion a esta enfermedad. Con los datos de la tasa de
infeccion (I) de anaplasmosis y la edad promedio de los terneros muestreados (t) en cada

establecimiento se calcul6 la tasa de inoculacién (h) de acuerdo con la siguiente férmula.

h=-In(1-I)/ t

Donde
In= base del logaritmo natural (2,7182)
I =tasa de infeccion (seroprevalencia)
t=edad promedio de los terneros
El h calculado para los 20 establecimientos, fue indicativo de estabilidad, por lo cual
se realiz6 una clasificacion alternativa de tres niveles, que se detallan a continuacién.
Se clasificaron los rodeos segtin h en tres niveles alto, medio y bajo
(1° (h < 0,005), 2° (h > 0,005 < 0,01) y 3° (h > 0,01).
En la Tabla 6 se encuentra, el valor hipotético o calculado de cuanto llegaria la tasa

de Infeccion con h a los 270 dias.

4.2. Encuesta epidemiolégica:

En el estudio observacional se identificaron algunos de los posibles factores de
riesgo, definidos como toda caracteristica del individuo, poblacién, ambiente y manejo que
pueda incrementar el riesgo de ocurrencia de una enfermedad. Los factores de riesgo
analizados fueron: proporcién de Bos indicus, cantidad de bafios y productos utilizados

(Graat & Casals, 1994).

4.3. Concordancia de los test Diagnésticos
Se evaluo6 la concordancia entre AP y c-ELISA, considerada como la proporcién de
resultados coincidentes positivos y negativos en las dos pruebas. Se estim6 el grado de

acuerdo mediante el valor Kappa, definido como el cociente entre la proporciéon observada
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de concordancia descontando el azar y la méxima proporcioén de conformidad no debida al
azar. Kappa= 0 no hay concordancia, 1 concordancia perfecta (Graat & Casals, 1994).

Se utiliz6 el programa de Win Episcope 2.0 para calcular el valor Kappa. Para la
interpretacion de kappa, se recurrio a la escala sugerida por Altman, (1991) citada por de

Lopez de Ullibarri & Pita Fernandez, (2001), la cual se detalla a continuacion.
Valor de K | Fuerza de la concordancia

<0,20 Pobre

0,21-040 | Débil

0,41 -0,60 | Moderada

0,61-0,80 | Buena

0,81-1,00 | Muy buena

4.4. Estadistica de la informacién

4.4.1. Estudio longitudinal

Con respecto al estudio longitudinal se utiliz6 un modelo lineal Mixed (PROC
MIXED) para medidas repetidas, del programa SAS (Littell et al., 1998).

Las variables comparadas fueron el nivel de anticuerpo en ambas cohortes y el
efecto tiempo, en los 6 primeros meses de vida, con el programa STATICTICA. Con el
programa SAS se compard mes a mes el nivel de anticuerpo en cada cohorte. El grado de

significacién para las variables (p>0,05).

4.4.2. Estudio transversal
La tasa de inoculacién (h), indicativo de riesgo de ocurrencia de brotes, fue alta en
los 20 establecimientos estudiados (>0,005). Para evaluar la posible relaciéon entre h y los

factores de riesgo registrados se realiz6 un andlisis de regresién mdaltiple.
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Para el andlisis se consider6 h como variable dependiente, el valor de h cuantitativo, se
transformé en cualitativo categorizandola en tres niveles (alto, medio y bajo) segin se
detalla a continuacién
B1=h < 0,005
M2=h > 0,005 < 0,01
A3="h>0.009

Dado que el estudio incluye una variable dependiente y diversas variables
intervalicas independientes, se utiliz6 el test estadistico de regresion mdultiple para
analizarlas.

La regresion multiple se define como una generalizacion sencilla de la regresiéon
simple al caso de mdltiples variables. Se utiliz6 el programa Statistic 6.0.

En relacién a las otras variables como la proporcién de B. indicus, la carga bovina
(hai), el sistema alimentario, el nimero de tratamientos acaricidas anuales, el tipo de
acaricidas, forma de aplicacién y la ocurrencia de anaplasmosis (incidencia clinica anual),
fueron consideradas como variables independientes (Ezequiel & Fox, 1970).

Dichas variables se catalogaron en cualitativas nominales y cuantitativas segin se

detalla a continuacion.

Variables nominales | Variables cuantitativas
Proporcion Bos indicus | Carga animal

Tipo de acaricida NP° tratamientos anuales
Tipo de explotacion Ocurrencia de casos clinicos
Cria de otro ganado

Uso de acaricidas

A su vez, algunas variables fueron subclasificadas. La proporcién de sangre

cebuina determiné que los animales se clasifiquen en “tipo Bos taurus” o “tipo Bos indicus”.
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El tipo de acaricida se consider6 como “drogas combinadas” o “monodroga”. Hubo dos
categorias para los establecimientos considerando la carga animal y éstas fueron: “mas de
0,5 EV/ha” y “menos de 0,5 EV/ha”. Con respecto al niimero de tratamientos anuales, se
tomo en cuenta si éste fue “mayor de 5 bafios anuales” o “menor de 5 bafios anuales”. Para
la clasificacion segun la cantidad de casos clinicos se tomé como limite “més de 5 casos
anuales” y “menos de 5 casos anuales”. En lo ateniente a las demds variables, los
establecimientos se comportaron de manera homogénea.

Se utilizo el test estadistico de Fisher, para el cual se clasific6 a la variables
dependiente (h) en alta (h>0,009) y baja (h<0,009) segtin STATISTIX, para observar si se
encontraban diferencias significativas o no significativas.

Dentro de la estadistica descriptiva para las variables independientes continuas, se

estimaron la media poblacional y el desvio estandar.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
1. Resultados
1.1. Estudio longitudinal
1.1.1. Resultados del diagndstico serolégico mediante aglutinacién en placa (AP)
Los resultados seroldgicos obtenidos mediante AP indican que durante el primer
mes de vida el 50% y el 68% (Grafico N° 1) de los terneros de la cohorte 1 (n=40) y 2 (n= 40)
respectivamente tenian anticuerpos contra Anaplasma spp.
La proporciéon de terneros positivos fue superior al 75% a los 3 meses de edad para la
cohorte 1y a los 2 meses para la cohorte 2. EL 100% de los terneros analizados tenian Ac a

los 8 y 2 meses de edad promedio para cada cohorte respectivamente (Grafico 1).

Aglutinacién en Placa

100
90
80 1
70 1
60
50 1
40 -
30
20
10 -

O Cohorte 1
@ Cohorte 2

% de Positivos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Edad (meses)

Grafico 1. Proporcion de terneros positivos para A. marginale mediante la prueba de

aglutinacion en placa en las cohortes 1 (n=40) y 2 (n=40) durante los 12 meses de estudio.

1.1.2. Resultados del diagndstico seroldgico mediante c-ELISA
El 25% de los terneros de la cohorte 1 y un 58% de la cohorte 2 presentaban Ac
especificos al mes de vida y a partir de los 4 meses de edad se observé una seroprevalencia

mayor 75 % indicativo de estabilidad enzoética en las dos cohortes (Grafico 2).
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c-ELISA

90
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5 6

Grafico 2: Proporcion de terneros positivos para A. marginale mediante la prueba de c-

ELISA en las dos cohortes, durante 6 meses.

Los niveles promedios de Ac (expresados como % de inhibicion) detectados en los
terneros c-ELISA positivos para la cohorte 1 y 2 durante los primeros 6 meses de edad
variaron entre el 69 y el 64 %. Mientras que para los terneros negativos, los promedios de

los niveles de Ac fluctuaron entre 6 y 17 (% I), (tablas 1y 2).
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Tabla 1: Variaciones en los niveles de Ac detectadas mediante c-ELISA, durante los 6

primeros meses de vida en la Cohorte 1

Cohorte 1 ( n= 40) Edad promedio en meses
A

| Positivos 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6
Proporcion de terneros 25 50 50 80 95 87,5
positivos, (%)
Promedio del nivel de 67,10 | 7470 | 66,00 | 7500 | 6500 | 65,00
Ac. c-ELISA (% T)

. | Ds | 1920 | 1048 | 20,7 | 1271 | 21,9 | 1699

|| Rango | 3592 | 52-88 | 31-92 | 49-89 | 3296 | 33-92

|| Negativos | | | | | |
Proporcién de terneros 75 50 50 20 5 12,5
negativos, (%)
Promedio del nivel de 6,6 3,85 5 7 16 7
Ac. c-ELISA (%]I)

. | DS 0 827 | 719 | 692 | 713 | 424 | 455

' | Rango ' 025 | 027 | 020 | 024 | 1319 | 0-11

Tabla 2: Variaciones en los niveles de Ac detectadas mediante c-ELISA, durante 6 primeros

meses de vida en la Cohorte 2

' B | Cohorte 2 ( n=40)

Edad promedio en meses

| |Positivos | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6
Proporcién de terneros 58 95 100 80 93 100
positivos, (%)

Promedio del nivel de Ac. 596 | 67,97 | 61,70 | 5894 | 63,68 | 67,25
c-ELISA (% 1)

. | Ds | 163 | 1820 | 1989 | 19,34 | 20,68 | 17,04

' | Rango | 34-82 | 3394 | 33-94 | 37-89 | 28-94 | 40-93

|| Negativos | | | | | |
Proporcién de terneros 42 5 0 20 7 0
negativos, (%)

Promedio del nivel de Ac. 13,4 16,00 0 24,43 23,67 0
c-ELISA (%1)

. | DS 824 | 424 | 0 | 162 | 493 | 0

' | Rango 02 | 1319 | 0 | 327 | 1827 |
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Los anticuerpos calostrales fueron detectados por c-ELISA (% I), desde el primer
mes de vida con un 67% I para la cohorte 1 y un 60% para la cohorte 2, estos niveles
tuvieron una persistencia maxima de tres meses. Se observé que aument6 el titulo de Ac.
(promedio del % I) en la cohorte 1 entre el 3° y 4° mes y en la cohorte 2 entre el 4° y 5° mes
(Grafico 3 a, b). La seroconversion positiva ocurrié en ambas cohortes, a partir 3° a 4° mes
de vida en la cohorte 1, y 4° a 5° mes de vida en la cohorte 2, es decir que junto a la

seroconversion se incremento el titulo de Ac. (% I) en los terneros (tabla 1y 2).
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Grafico 3: Promedios y desvios estdndar del porcentaje de Inhibicién observado en c-ELISA

en los sueros de los terneros positivos y negativos de la cohorte 1 (a) y cohorte 2 (b),

durante los 6 primeros meses de vida.
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1.1.3. Comparacién de los resultados de las técnicas serolégicas: APy c-ELISA.

Se compararon los resultados de AP y c-ELISA, para las dos cohortes. En la cohorte
1, se observo6 que al mes de vida AP detect6 un 50% de positivos, mientras que c-ELISA un
25 % de ellos. Fue observada una seroprevalencia mayor al 75% a partir de los 3 y 4 meses
de edad de los terneros, tanto para AP como para c-ELISA.

En la cohorte 2, en el primer mes de vida se detecté un 68% de positivos por APy
un 58% por c-ELISA y a partir del segundo mes ambas técnicas indicaron mas del 90% de

positivos. (Gréfico4 ay b).
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Grafico 4: Proporcion de terneros positivos detectados mediante (AP) y c-ELISA para A.

marginale para la cohorte 1 (a) y para la cohorte 2 (b), durante los primeros 6 meses de

vida.
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1.1.4. Dinamica de anticuerpos evaluada por c-ELISA

Para ejemplificar, la dindmica de anticuerpos evaluada por c- ELISA, se analizaron
los titulos de Ac. de 5 terneros positivos y 5 negativos, desde el primer mes de vida y hasta
los 6 meses en ambas cohortes.

La inmunidad pasiva fue evidenciada en las dos cohortes mediante la detecciéon de
Ac. calostrales medidos al mes de vida. Se observé que una mayor proporcién de terneros
de la cohorte 2, presentaban Ac. especificos contra A. marginale a través del calostro
(Grafico4 ay b).

La evolucién de los Ac. en 5 terneros positivos desde el primer mes de vida en cada
cohorte mostr6 que la caida del % I de los Ac. calostrales ocurri6 entre el 1°y 2° mes en dos
terneros y entre los 2° y 3° meses de vida, en otros tres terneros en la cohorte 1; y entre 1ery

2° mes en tres terneros y entre 2° y 3° mes en dos terneros, en la cohorte 2. (Gréfico 5 a y b).
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Grafico 5: Dinamica de los anticuerpos calostrales e inducidos (por primoinfecciones o via
iatrogénica) de A. marginale en cinco terneros de la cohorte 1 (a) y cinco de la cohorte 2 (b).
Las seroconversiones mds tempranas (Infeccién natural o iatrogénica) determinadas
en terneros negativos que no evidenciaron Ac calostrales al primer muestro (cinco de cada
cohorte), ocurrieron entre el 1° y 2° mes en 4 de 5 terneros, en la cohorte 1 y antes del

segundo mes de vida en los 5 terneros, en la cohorte 2 (Graficos 6 a, b).
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Grafico 6: Dindmica de anticuerpos en cinco terneros que resultaron negativos en el primer

mes de vida, en la cohorte 1 (a) y en la cohorte 2 (b) mediante ¢ - ELISA durante los 6

primeros meses de vida.
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1.1.5.1. Diagnéstico serolégico y molecular de anaplasmosis en el segundo afio

de estudio en el establecimiento La ELISA (cohorte 3)

El estatus de infeccién para Anaplasma spp, fue evaluado en un segundo grupo de
terneros (n=42) menores a 1 mes de edad en el establecimiento La ELISA (cohorte 3). Los
resultados mostraron una prevalencia serolégica aparente del 17%, y real del 12,86%. La

comparacion de estos resultados respecto del afio anterior se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Prevalencia de anticuerpos contra A. marginale, hallada mediante c-ELISA en
terneros menores a 25 dias durante 2004 respecto de la encontrada en 2003 en terneros de

30 dias de edad, en La Elisa.

Establecimiento Terneros Edad Terneros Prevalencia Prevalencia

LA ELISA analizados (n) | (dias) | positivos (n) | aparente (%) real (%)

Afio 1 40 30 10 25 21,9

(cohorte 1)

Afo 2 42 <25 7 16,6 12,86

(cohorte 3)

X2=0, 86; p=0,35 NS

1.1.5. 2. Identificacion de una secuencia del gen msp5 de A. marginale por PCR

Mediante la prueba de PCR se logré amplificar el fragmento de ADN de 345 pb en
tres de los 42 terneros (7%) menores de 25 dias de edad analizados el segundo afo de
estudio (Figura 1). El andlisis de la secuencia mostré un 100% de identidad respecto de la

cepa Saint Maries depositada en GenBank (N° de acceso del genoma CP000030.1). En el
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Apéndice, (3) se halla el cromatograma de la secuencia de 347 pb de A. marginale
amplificado por PCR, correspondiente al ternero N° 1.
A continuacién se detalla la secuencia del fragmento de 347 nucledtidos

correspondiente al gen msp5 de A. marginale obtenido del ternero 1 del establecimiento La

Elisa, (Empedrado) Corrientes.

TTTACACGTG
ATGCCGATAA
AGCTTAAAGA
CAGACATAAA
ATGGTGATAT
GGCATTTTGC

CCCTACCGAG
GTTGCAAGTT
GTACCACAAG
GAGCGTGGTT
CGACCACTCA
GCCAGATTTT

TTAGGCATGG
GTGTTCATAA
TCTTTTGATG
GAAAACTACA
ACGTTCATGT
AACGCGTCTG

CTTCTCAGCT
CTGTTGATCC
CGAGAATTCA
AGGTGTATGT
ACCTCATCAA
AGGGCCAAGG

CCTAAGTAAA
GAAAAATGAC
GATGCTCACA
GGGCGACAAG
TGGGAAAGGC
CGAGGAA

CTAGGCGACC
ACCGTAGCCA
GGCGAAGAAG
AAGCCAAGTG
AGGTATGTCG

Cuando se compararon los resultados de PCR con los de c-ELISA se encontr6 que
los tres terneros portadores de A. marginale fueron negativos en c-ELISA; mientras que de
los 39 terneros negativos a la prueba de PCR, siete resultaron positivos en c-ELISA. Del

total de terneros sin anticuerpos calostrales (n=42), sélo el 8% estaba infectado con A.

marginale, antes de los 25 dias de edad.

4= 345pb

Figura 1: Deteccion de A. marginale en terneros menores de un mes, mediante PCR
(Establecimiento La Elisa). Calles 1-2-3: muestras de terneros infectados (N* 1-7- 27); Calles
4-5: muestras de terneros no infectados (N? 2 -3); calle 6: marcador molecular de 50 pb; calle

7, control positivo y calle 8, control negativo.
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1.2. Estudio Transversal

1.2.1. Resultados del diagndstico serolégico por AP

El estudio transversal realizado en los 20 establecimientos de Bella Vista, con 40
muestras de suero de terneros menores de un afio por establecimiento, mostré que el 100%
de los rodeos estaban infectados, es decir con al menos un animal positivo dentro de cada
uno. La PA fue del 90% (con un intervalo de confianza entre el 88,3 y el 92,4 %) mientras

que la PR fue del 92% (Tabla 4).

Tabla 4: Prevalencia hallada en el estudio transversal, mediante la prueba de AP, en el

departamento de Bella Vista.

(%)
Muestra, n 800

Positivos, n 723

Prevalencia aparente, (p) 0,904 90,4
q=1-p 0,096 9,6
error estandar, ee 0,010 1,0
IC, 95 % 0,020 2,0
rango inferior 0,883 88,3
rango superior 0,924 92,4
Prevalencia real, (P) 0,9216 92,1

Las prevalencias intrapredio estuvieron comprendidas entre el 62.5 y el 100%. El 80

% de los establecimientos tuvieron una PA > al 86 % (Grafico 7).
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Grafico 7: Estudio transversal de anaplasmosis bovina. Distribucién de las prevalencias

halladas en los rodeos del departamento Bella Vista mediante AP.

2. Anilisis de datos

2.1. De la situacién epidemioldgica

2.1.1 Estudio transversal

Los resultados seroldgicos se utilizaron para determinar la tasa de inoculacion (h)
utilizando la edad promedio en los terneros en cada uno de los 20 establecimientos. La tasa
de infeccién (I) fue de 0, 90 con un rango entre 0,62 y 1,0 y (h) vari6 entre 0,0054 y 0,0384.

(Tabla 5).
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Tabla 5: Estudio transversal de anaplasmosis bovina en 20 establecimientos del

departamento Bella Vista. Tasa de Inoculacion diaria (h) calculada para cada

establecimiento ordenado de menor a mayor en base a (h).

Establecimientos
del departamento
Bella Vista

10
16
19
2
14
17
3
20
4
13
15
18

Niimero de
terneros
analizados

40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40

Promedio
de edad

(dias)

()

180
300
180
300
300
240
270
270
270
270
210
300
300
270
300
210
300
300
300
240

Tasa de
Infeccién

D

0,625
0,825
0,650
0,875
0,900
0,850
0,900
0,925
0,925
0,925
0,875
0,950
0,950
0,950
0,975
0,975
0,999
0,999
0,999
0,999

* De acuerdo a la formula de Mahoney & Ross, 1972.

Prevalencia
serolégica
(%)

62,50
82,50
65,00
87,50
90,00
85,00
90,00
92,50
92,50
92,50
87,50
95,00
95,00
95,00
97,50
97,50
100,00
100,00
100,00
100,00

Tasa de
inoculacion
diaria (h)*

0,0054
0,0058
0,0058
0,0069
0,0077
0,0079
0,0085
0,0096
0,0096
0,0096
0,0099
0,0100
0,0100
0,0111
0,0123
0,0176
0,0307
0,0307
0,0307
0,0384

Utilizando el criterio sugerido por Mahoney & Ross (1972), que establece que el

valor critico de h para lograr la estabilidad enzoética del hato es > 0,005, el 100 % de los

establecimientos se encontraria en estabilidad enzodtica. Sin embargo habria tres

establecimientos (15 %) con un h cercano al umbral critico = 0,005, (Establecimientos 7, 1,

6), (tabla 5).
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En 9 rodeos (45%) el valor de h estuvo comprendido entre 0,01 y 0,0384; en 8
rodeos (40%) el valor de h se encontré entre 0,006 y 0,0099, mientras que en sélo 3
establecimientos (15%) este valor fue < 0,006.

En la tabla 6 se encuentra, el valor hipotético calculado de la tasa de Infeccién con h a los

270 dias.

Tabla 6: Valor hipotético o calculado de cuanto llegaria la tasa de Infeccion con h a los 270
dias, indicando que los tres establecimientos que estaban con valor critico de h (> 0,005) a

los 9 meses estarian en estabilidad.

Estableci- | Prome- | Prevalen- | Tasadel Tasa de Tasadel | Prevalen-
mientos dio de cia hallada inoculacion | a los cia
Bella edad serolégica diaria h 270 dias | serolégica
Vista (dias) (%) (%)

6 180 62,500 0,625 0,005 0,770 77

1 300 82,500 0,825 0,006 0,792 79,2
7 180 65,000 0,650 0,006 0,793 79,3
5 300 87,500 0,875 0,007 0,846 84,6
12 300 90,000 0,900 0,008 0,874 87,4
11 240 85,000 0,850 0,008 0,882 88,2
9 270 90,000 0,900 0,009 0,900 90

8 270 92,500 0,925 0,010 0,925 92,5
10 270 92,500 0,925 0,010 0,925 92,5
16 270 92,500 0,925 0,010 0,925 92,5
19 210 87,500 0,875 0,010 0,931 93,1
2 300 95,000 0,950 0,010 0,933 93,3
14 300 95,000 0,950 0,010 0,933 93,3
17 270 95,000 0,950 0,011 0,950 95

3 300 97,500 0,975 0,012 0,964 96,4
20 210 97,500 0,975 0,018 0,991 99,1
4 300 100,000 0,999 0,031 1,000 100
13 300 100,000 0,999 0,031 1,000 100
15 300 100,000 0,999 0,031 1,000 100

18 240 100,000 0,999 0,038 1,000 100
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2.1.2. Estudio longitudinal
A los 180 dias de edad promedio se encontré una I = 0,875 y una h= 0,0116 para la
cohorte 1 y una I= 1.0 y una h= 0,0512 para la cohorte 2 con la prueba de AP. Estos

resultados indicaron estabilidad enzoética, para el periodo en que se realiz6 el trabajo.

2.2. De la concordancia de las técnicas

Para realizar el andlisis de concordancia se utilizaron los resultados de las técnicas
serologicas de AP y c-ELISA. Para lo cual, se emple6 el coeficiente Kappa. La concordancia
para la cohorte 1 fue 0,54 y para la cohorte 2 fue 0,45 (Tabla 7). La fuerza de la concordancia

fue moderada segtn la clasificacién de Lépez de Ullibarri & Pita Fernandez (2001).

Tabla 7. Concordancia entre las técnicas serolégicas AP y c-ELISA y los intervalos de

confianza, en las cohortes (n: 40).

Cohorte | Conformidad | Kappa | ee (limite inf) | ee (limite sup.)

observada*
1 0,800 0,541 0,416 0,665
2 0,908 0,455 0,336 0,574

* suma de positivos + negativos / total
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2.3. De la encuesta epidemiolégica

2.3.1. Estudio Longitudinal

Las variables mas preponderantes de la encuesta epidemiolégica para cada una de
las cohortes se detallan a continuacién. En cuanto a la raza, por ejemplo, en la cohorte 1
estaba constituida por bovinos Braford, mientras que en la cohorte 2 Hereford. Otra
variable donde se encontraron diferencias fue la cantidad de bafios anuales y los meses de
aplicacion. En la cohorte 1, se aplicaron 8 bafios durante los meses de enero, febrero, marzo,
abril, junio, septiembre, octubre, diciembre; mientras que en la cohorte 2, se aplicaron 6
bafios durante los meses de enero, marzo, mayo, junio, septiembre, diciembre. Con

respecto a la droga utilizada es la misma para ambas cohortes, la formamidina.

2.3.2. Estudio transversal

En relacion a las variables cualitativas nominales como: tipo de explotacion-
exclusivamente ganadera-, tipo de bovinos -s6lo para carne- y uso de acaricidas, los 20
productores contestaron con la misma respuesta, por lo que no hubo variaciones y se las
consideré homogéneas. Por esta razén fueron eliminadas del modelo elegido.

Los datos de la encuesta utiles para las evaluaciones epidemiolégicas y los

resultados de la estadistica descriptiva, se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8: Resultado de la encuesta realizada en el estudio transversal, destacando las

variables mas importantes(n: 20 productores).

Variables continuas independientes x D.E.
Sistema alimentario (Equivalente vaca) 048 | 0,10
N° de tratamientos anuales, n 595 | 2,01
Ocurrencia de casos clinicos (Anaplamosis), n 4 3,35
Ocurrencia de casos clinicos (“Tristeza”), n 6 3,89
Incidencia anual*, % 09 0,7

* Casos ultimo afio/ poblacion susceptible (bovinos > 3 meses) x 100
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En relacion a esos datos, se destaco la diferencia encontrada en base a los productos
utilizados, la forma de aplicarlos y los meses de aplicacion. En relacién a los productos
acaricidas  utilizados, 10/20 (50%) productores utilizaron la combinacién
formamidina/avermectinas. La otra combinacién aplicada fue piretroide/avermectinas
2/20 (10%) y s6lo formamidina 6/20 (30%) o piretroide 2/20 (10%). La forma de aplicacién
de los acaricidas utilizada fue: combinada inmersién/inyectables 5 /20 (25%) de los
productores, derrame/inyectable 6/20 (30%), aspersion/inyectable 2/20 (10%) por
derrame 6/20 (30%) o inyectable tinicamente 1/20 (5%).

La categorizacion de los establecimientos segtin h, mostré la siguiente distribucién
(ver seccion 2.1.1.); se agruparon en 1=< 0,009 h baja (7/20); 2= >0,009 h alta (13/20). Con
respecto, a la aplicacion del estadistico de Fischer (STATISTIX), no se encontré asociacion
significativa (p> 0,05) entre tipo de producto acaricida, ocurrencia de casos clinicos y E.V,
con los dos niveles de h (Tabla 9).

No se encontraron diferencias significativas entre cantidad de bafios anuales (p=

0,0043); tipo de sangre (p=0, 0012) y h.
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Tabla 9. Tablas de contingencia, asociacion entre establecimiento con dos niveles de h y tres

caracteristicas de los mismos.

1.Tipo de producto Combinado | Solo | Total
Baja (h) 6 1 7
Alta (h) 6 7 13
Prueba exacta de Fisher | 12 8 20
P=0,1056 NS

2. Ocurrencia de casos clinicos | <5 | > 5 | Total
Baja (h) 3 4 7
Alta (h) 9 4 13
Prueba exacta de Fisher 12 |8 20
P=0,2508 NS

3.E.V. <05 | >0,5 | Total
Baja (h) 3 4 7

Alta (h) 7 6 13

Prueba exacta de Fisher | 10 10 20

P=0,5NS
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2.4 De la estadistica de la informacion

2.4.1. Estudio longitudinal

Se aplico el test ANOVA para medidas repetidas procedimiento MIXED, (Littell et
al., 1998) donde se observé que hay interaccion entre el efecto tiempo y ambas cohortes.
Ademas fueron significativas las diferencias entre cohortes y tiempo. Como asi también las
diferencias para los meses 1 (0.0037), 2 (0.0001), 3 (<0.0001) y 6 (0.0527). Por otra parte, se
aplico otro test del programa SAS, el GLM Procedure, para comprender mes por mes, donde
se hallaron diferencias significativas en los tres primeros meses. A partir del cuarto mes no

se hallaron diferencias significativas en los niveles de anticuerpos entre ambas cohortes.
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Grafico 8: Salida de MIXED (SAS) para el estudio longitudinal, 1) Durante los seis meses; 2)

En ambas cohortes.
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Efecto Interaccion: Nivel de Anticuerpos vs. Tiempo entre cohortes
F(5, 390)=50,382, p=0,0000
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Grafico 8. ANOVA del estudio longitudinal en ambas cohortes durante los primeros 6

meses de vida.

2.4.2. Estudio transversal

El andlisis de la regresion multiple, determiné que las variables que se encontraban
asociadas a h (variable dependiente) fueron proporcién de Bos Indicus, cantidad de bafios
anuales y ocurrencia de casos clinicos. Esta asociacién fue inversamente proporcional con

unr 2=96%. El B fue significativo para los tipos de producto formamidina y piretroide.



Tabla 10. Resultados del anélisis de regresién multiple en el estudio transversal.

Variable dependiente | H

Numero de casos 20

r maltiple 0,9822

r2 0,9647

r 2 ajustado 0,9457

F 50,8354

Df 7,13

EE 0,5607

Variable independientes B
E.V. 0,114
Tipo de sangre 0,5
Cantidad de bafios anuales -0,27

Tipo de producto (avermectina) | 0,09

Ocurrencia de casos clinicos 0,01

Tipo de producto (piretroide) 0,610

Tipo de producto (formamidina) | 1,44
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CAPITULO V. DISCUSION DE LOS RESULTADOS
1. Estudio longitudinal

Los resultados del presente estudio mostraron que a los 4 meses de edad ambas
cohortes localizadas en el departamento de Empedrado alcanzaron estabilidad enzoética
para anaplasmosis (Grafico 1).

Las principales diferencias encontradas en las caracteristicas de los animales entre las
dos cohortes fueron el tipo de razas, y el manejo en relacion a los productos garrapaticidas
utilizados. La mayor tasa de infeccion se detect6 en la cohorte 2, constituida por terneros de
raza Hereford, mientras que la menor estuvo asociada a la raza Braford (cohorte 1). En
concordancia con estos resultados, en la cohorte 2 una mayor proporcion de terneros tuvo
anticuerpos especificos contra A. marginale al mes de vida. Asumiendo que estos
anticuerpos fueron ingeridos a través del calostro (ya que no podria ser infeccion
adquirida, debido a que el periodo de incubacion de la anaplasmosis es mayor a 30 dias), se
puede inferir una mayor tasa de infeccién en las madres de la cohorte 2 respecto de las de
la cohorte 1.

En relacion a las razas, como lo sefialaron Rogers et al., (1978) en Australia, Madruga et
al., (1985) en Brasil y Aguirre et al., (1988) en el noroeste Argentino, el tipo Bos indicus, no
seria mas resistente a la infeccion por A. marginale sino menos vulnerable a la accién de los
transmisores debido a las caracteristicas de su piel. FEsta afectaria la eficiencia de la
transmision horizontal, la que estaria disminuida en Bos indicus con la consecuente
reduccion del nivel de infeccion de A. marginale.

En relacion al manejo, la cantidad de bafos anuales marcé la diferencia entre las
cohortes ya que en ambos casos se utilizé la misma droga (formamidina). En la cohorte 1 se
realizaron 2 bafios anuales més que en la cohorte 2, por lo cual los animales de esta dltima,
tuvieron mayor oportunidad de contacto con B. (R) microplus. Dado que los productos
utilizados tienen una accién garrapaticida primordialmente, el efecto contra los dipteros

hematofagos, se considera limitado (Viera et al., 2002).
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A este respecto, Rios et al., (1990), demostraron que en dos establecimientos ubicados
en la provincia de Salta, con diferente nivel de infestacién de B. (R) microplus, se logré una
tasa de infeccion similar por A. marginale en un mismo periodo, no encontrandose relacion
alguna entre los picos de infestacion de garrapatas y las primo-infecciones. Los autores
concluyeron que para esa situacion B. (R) microplus tendria un rol menos importante en la
transmision de A. marginale que el previamente supuesto. Esto sugirié6 que los insectos
hematoéfagos jugarian un rol preponderante en la transmision de A. marginale en esa zona.

Sin embargo, en el presente estudio, la relaciéon inversa entre n de tratamientos
garrapaticidas y tasa de infeccién encontrada en la cohorte 1, indicaria que la transmisién
de A. marginale estaria dada principalmente por la garrapata, aunque la mayor
susceptibilidad a la infestaciéon de garrapatas por el biotipo bovino podria también haber
colaborado para obtener este resultado. La presencia y abundancia de insectos hematéfagos
en ambas cohortes no fue evaluada, por lo que no es posible arribar a una conclusioén. Los
diferentes métodos de control para B. (R) microplus no interfirieron para lograr la
estabilidad enzoética para anaplasmosis a la temprana edad de 4 meses.

La transmisién a través de dipteros hematéfagos, independiente de los tratamientos
garrapaticidas, queda a la vista en diferentes areas endémicas, cuando los andlisis
serologicos para evaluar estabilidad enzoética en terneros, muestran tasas de infeccion < al
10% para Babesia spp cuyo tnico vector es la garrapata y > al 80% para A. marginale (*).

La presencia de anticuerpos calostrales especificos para A. marginale fue evidenciada
por APy c-ELISA, enlos terneros de un mes de vida (Gréfico 4 a y b).

La zona de inflexion observada en relacion al perfil de los anticuerpos detectados
por c-ELISA entre los 60 y 90 dias para la cohorte 1 y entre 60 y 120 dias para la cohorte 2
(Gréfico 5 a y b), responderia a la extincién de los anticuerpos calostrales y a la emergencia
de inmunoglobulinas en respuesta a las primo-infecciones ocurridas naturalmente.

* Torioni de Echaide, comunicacién personal.
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Las diferencias significativas encontradas entre los niveles de anticuerpos a través
del tiempo entre las dos cohortes (p< 0,005), y entre la persistencia y los niveles de
anticuerpos (p< 0,005), durante los primeros meses de vida confirma una relaciéon directa
entre: > tasa de infeccién: > nivel de Ac calostrales: >persistencia de Ac calostrales para la
cohorte 2 respecto de la cohorte 1. Madruga et al., (1985) en un estudio realizado en relacién
a los anticuerpos calostrales, observaron un incremento de la proporcién de terneros
serologicamente negativos a los 30 dias de edad, con una extincién méxima de 60 dias. Esta
situaciéon fue similar a la encontrada en la cohorte 1, aunque la persistencia de los
anticuerpos calostrales en este caso se extendi6 hasta los 90 dias.

Hay claras evidencias que las primo-infecciones de A. marginale ocurrieron en
terneros con inmunidad calostral, como lo demuestran los terneros N° 4 y N° 5 de la
cohorte 1y los N° 2y N° 3 de la cohorte 2, cuando a los tres meses de edad experimentaron
una seroconversiéon positiva con una franca inversién de la tendencia negativa que
caracteriza la extincién de los anticuerpos calostrales, (Grafico 5 a 'y b).

Dentro de la categoria de terneros que resultaron serolégicamente negativos en el
primer mes, la seroconversién positiva ocurrié en el segundo mes de vida, por lo que
basados en el periodo de prepatencia, se puede inferir que en estos terneros las primo-
infecciones ocurrieron durante el primer mes de vida como lo muestran 4 de 5 terneros de
la cohorte 1 (terneros N° 1, 2, 3 y 5) y 5 de 5 terneros de la cohorte 2 (terneros 1, 2, 3, 4 y 5)
analizados (Gréafico 6 a y b). Los resultados permiten concluir que los terneros con
inmunidad calostral se infectaron mas tarde que aquéllos que no la adquirieron, debido
probablemente a una resistencia a la infeccién de A. marginale otorgada por los anticuerpos
maternos. Madruga et al., (1985) determinaron las primeras parasitemias a partir de los 30
dias de vida y con una media maxima alcanzada a los 90 dias. Ademas los autores
demostraron que la inmunidad humoral fue un importante factor de resistencia para A.
marginale con un periodo critico en torno a los 60 dias de edad (tiempo de extincién), a

partir del cual los terneros podrian desarrollar anaplasmosis.
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Knowles et al., (1996), encontraron que en bovinos inoculados con A. marginale por
via endovenosa la seroconversion positiva mas temprana ocurrié una semana antes que la
ricketsemia patente, registrandose valores de 0,1% de eritrocitos infectados (EI), con un
periodo minimo de prepatencia de 22 dias. En condiciones naturales e involucrando a la
garrapata en la transmision, la mayoria de los autores coinciden que el periodo de
prepatencia es mayor a 40 dias, sin embargo algunos informes indican periodos de tan solo
21 dias (Connell & Hall, 1972; Leatch, 1973 ; Connell, 1974).

Sanborn et al., (1932) trabajado con insectos hematoéfagos, encontraron prepatencias
de 30 a 73 dias.

En el presente estudio, los terneros con anticuerpos calostrales mostraron una
seroconversion positiva a partir de los 3 meses de vida, por lo tanto teniendo en cuenta el
periodo de prepatencia, las primo-infecciones ocurrieron durante los dos primeros meses
de vida (Gréfico 5 a y b). Sin embargo como las parasitemias no fueron evaluadas, no se
pudo determinar si las infecciones fueron maés tardias o si el periodo de incubacién fue
mayor respecto de los terneros sin anticuerpos calostrales.

Esta ampliamente demostrado que los anticuerpos calostrales confieren inmunidad
pasiva a los terneros frente a varias infecciones (Blood Henderson, 1988; Tyzzar, 1989).
Ristc & Nyindo (1973) y Buening (1973) reportaron que in vivo, la presencia en suero de
anticuerpos anti-Anaplasma, no fue efectiva para la prevencion de manifestaciones clinicas
cuando los animales fueron expuestos a un desafio.

No obstante, un estudio realizado por Kuttler et al., (1962) sugiri6 la posibilidad de
que otros factores inmunitarios maternales indefinidos contra la anaplasmosis podrian
transferirse de vacas portadoras hacia sus terneros lactantes.

En 1984, Zaugg & Kuttler, no encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la presencia de los anticuerpos calostrales y/u otros factores maternales
y la proteccién en la progenie, sin embargo observaron un periodo de prepatencia mayor

con anemia y parasitemia leves. En terneros de madres libres de anaplasmosis, en
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condiciones experimentales el periodo de prepatencia fue de 18 a 25 dias y para terneros de
madres portadoras fue de 21 a 36 dias, la prepatencia media fue 21 y 29 dias
respectivamente.

El estudio realizado en los 42 terneros menores de 25 dias del establecimiento La
ELISA (cohorte 3) indic6 que un 17% (7/42) fue positivo a c-ELISA. Este porcentaje fue
ligeramente inferior a los del afio anterior donde un 25% (10/40) de terneros del mismo
rodeo result6 positivo a c-ELISA (Tabla 3), aunque las diferencias no fueron significativas.
Teniendo en cuenta que las infecciones postnatales en terneros que no recibieron
inmunoglobulinas especificas a través del calostro pueden ocurrir en el primer mes de vida
y que los terneros de la cohorte 1 tenian 30 dias de edad promedio al momento de la toma
de muestras, se puede considerar que la situacion epidemiolégica de anaplasmosis fue
similar en los dos afios consecutivos.

Los resultados de la evaluaciéon realizada en La ELISA durante dos afios
consecutivos indicaria que una proporcién importante de madres no estaba infectada con
A. marginale, lo que refleja una situacién de riesgo de ocurrencia de casos clinicos en el
periodo 2002-2003. No obstante, sus terneros lograron la estabilidad enzoética a edad
temprana. Esta situacién condice con los casos clinicos en bovinos adultos reportados por
los productores para ese periodo, lo que indica cambios en la situacién epidemiolégica de
la anaplasmosis, dado que las nuevas generaciones de terneros alcanzaron la estabilidad a
los 6 meses de edad. La causa de esta variacién podria adjudicarse a cambios climaticos o
de manejo.

Se le adjudicaria importancia ya que las madres en la edad que poseian resistencia
natural no tomaron contacto con los vectores, debido a los cambios climéaticos ocurridos,
principalmente en el afio 1998, donde las precipitaciones en los meses de marzo y abril
llegaron a los 400mm, superando a la media de 127,4 mm (Apéndice, Gréfico 9 y 10).

En ninguno de los siete terneros serolégicamente positivos encontrados en la

cohorte 3, se identificé el gen msp5 de A. marginale a través de PCR, lo que indica que



67

terneros recibieron anticuerpos calostrales y no se infectaron después del nacimiento. Sin
embargo no se puede descartar la ocurrencia de alguna infeccién intrauterina por un
resultado negativo en PCR, ya que cuando las parasitemias son muy bajas la PCR o su
variante nPCR pueden no detectarlas. En relacién a las bajas parasitemias Torioni de
Echaide et al (1998) demostrarén que el nPCR fue capaz de detectar una parasitemia
equivalente a 30 eritrocitos infectados por ml y ademas del consistentemente bajo nivel de
rickettsemia en siete animales portadores, infectados experimentalmente con A. marginale.
Asimismo, el analisis de la secuencia del msp5 mostré mas del 95% de identidad entre 30
amplificaciones de nPCR de bovinos infectados naturalmente con cepas de campo de A.
marginale.

La transmision intrauterina de A. marginale ocurre principalmente cuando la madre
se infecta en el dltimo tercio de la gestaciéon (Brinton et al, 1976; Ribeiro et al, 1995), con
elevados niveles de parasitemia (Swift & Paumer, 1976). Aunque también ha sido
registrada en crias de vacas portadoras crénicas (Zaugg & Kuttler, 1984; Ristick, 1960;
Potglierter & Van Rensburg, 1987). Los terneros infectados in-iitero pueden inducir
anticuerpos propios (Briton et al., 1976; Trueblood et al., 1971; Ribeiro et al., 1995), por lo
tanto estas infecciones podrian ser confirmadas inmediatamente después del nacimiento a
través de microscopia directa de A. marginale en extendidos de sangre coloreados Ad hoc,
por PCR o a través de la deteccién de anticuerpos antes de la ingesta del calostro, hecho
este tltimo que confirmaria la produccién de anticuerpos por el feto.

Brinton et al., (1976) observaron titulos positivos de fijaciéon de complemento en
terneros nacidos de hembras infectadas. La subinoculaciéon de sangre en estos terneros dio
resultados negativos, por lo tanto los titulos de anticuerpos calostrales fueron atribuidos a
la transmisiéon pasiva de las hembras confirmando los resultados obtenidos por Ristic,
(1960). Sin embargo, Trueblood et al., (1971) citado por Zaugg et al. (1984), comprobaron
que el feto bovino fue susceptible a la anaplasmosis a partir de los 100 dias después de la

concepcién y ademas fue capaz de producir anticuerpos contra A. marginale.
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Ribeiro et al. (1995) demostraron que 36% (4/11) de los terneros recién nacidos,
antes de la ingesta del calostro presentaban anticuerpos anti-A.marginale, detectados por el
test de DOT-ELISA. Este dato sugiere la ocurrencia de la transmision congénita de A.
marginale en animales que recibieron la infeccion en el dltimo tercio de la gestacion, ya que
las madres habian sido inoculadas con A. marginale a los 60 y 24 dias antes del parto. La
transmision congénita fue demostrada también por Switf & Paumer (1976,1978); Zaugg &
Kuttler (1984); Potglieter & Van Rensburg (1987).

En relacién con la transmision en animales portadores, 2,1% (2/97) presentaron
anticuerpos contra A.marginale, (Ribeiro, 1995). Este dato difiere de las observaciones
hechas por Piercy (1956) y Kuttler et al., (1962), que no hallaron evidencias de transmisién
vertical en terneros nacidos en dreas endémicas. Fowler & Swiff (1975) y Zaugg (1985)
sugieren que la infeccion fetal es causada por una fase extraeritrocitaria del agente que
alcanza al feto y establece una infeccion activa durante la fase aguda, debido a mayor
rickettsemia de la madre, que, a diferencia de la fase crénica, el animal mantiene la
infeccion persistente, variando su rickettsemia de 0,000025 a 0,0025% (Eriks et al., 1989).

Generalmente los terneros que nacen infectados, ademds de sus propios
anticuerpos, adquieren también las inmunoglobulinas IgG:1 e IgA a través del calostro
(Zaugg et al., 1984), por lo que una PCR positiva acompafiada de una serologia positiva
durante los primeros 25 dias de vida podria ser indicativa de una infeccién intrauterina.
Una PCR positiva pero con serologia negativa, durante ese mismo periodo, podria indicar
una infeccién postnatal dado que en condiciones naturales el periodo de prepatencia,
concomitante con la seroconversioén positiva no ocurriria antes de los 25 dias (Knowles et
al., 1996).

De los 35 terneros negativos de la cohorte 3 de 20 dias de edad promedio, tres
fueron identificados por PCR como portadores de A. marginale (Figura 1), con serologia
negativa, por lo tanto, teniendo en cuenta lo antes expuesto, este resultado permite concluir

que estas infecciones ocurrieron después del nacimiento. Si bien este hecho no pudo ser
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comprobado en este trabajo debido a la imposibilidad de realizar PCR en muestras
periddicas obtenidas desde las primeras horas después de nacidos, resulta dificil explicar
que los terneros pudieran haber adquirido la infeccién in-iitero y, por alguna causa
desconocida, los tres terneros no hubieran generado sus propios anticuerpos ni ingerido los
anticuerpos especificos contra A. marginale a través del calostro.

Estos resultados muestran que las primo-infecciones por A. marginale podrian
ocurrir ya en el primer mes de vida, siendo las infecciones mas tempranas en terneros que
no recibieron calostro.

Rey Valeiron et al. (2003), evaluaron la presencia de A. marginale en terneros recién
nacidos, hijos de vacas portadoras naturalmente infectadas, asi como la respuesta de
anticuerpos contra esta rickettsia. Se utilizaron 14 terneros con un promedio de siete dias
de nacidos, de los cuales se obtuvo sangre para evaluar la parasitemia, hematocrito, y suero
para medir los anticuerpos mediante ELISA. Todos los terneros (n=14) mostraron
anticuerpos calostrales, aunque con bajo titulo, y presentaron parasitemia entre los 17 y 30
dias de nacidos. Los autores concluyeron que los terneros probablemente habrian
adquirido la infeccién por via transplacentaria con una deficiente inmunidad pasiva a
través del calostro.

Sin embargo se han detectado las primeras parasitemias tan temprano como 21
dias, por lo tanto la tinica manera de comprobar este evento es a través de la identificaciéon
de A. marginale, antes de la ingesta del calostro, ya sea por inoculacién de terneros

esplenectomizados o mediante la técnica de PCR.

Test diagnésticos

Tanto AP como c-ELISA resultaron ttiles para el estudio epidemiolégico de
anaplasmosis, aunque AP detect6 una mayor proporcién de terneros positivos,
identificindose dos momentos criticos entre ellos. El primero ocurri6 a los 30 dias de edad

cuando la relacién entre proporcién de positivos AP/c-ELISA fue de 50%/25% para la
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cohorte 1 (Kappa: 0,500) y 68% /58% para la cohorte 2 (Kappa: 0,578). En la cohorte 1, los 10
animales que fueron positivos a AP y negativos a c-ELISA, seroconvirtieron positivamente
al ¢-ELISA al mes siguiente, lo cual indicaria que los animales estarian incubando la
enfermedad. El segundo momento critico en relacién a la proporcién de positivos AP/ c-
ELISA se observo a los 3 meses de edad en la cohorte 1 y a los 4 meses en la cohorte 2, en
coincidencia con el tiempo de extincién de los anticuerpos calostrales detectados por c-
ELISA y las seroconversiones ocurridas en cada cohorte.

En los otros muestreos no se registraron diferencias de importancia entre las dos
pruebas serolégicas.

Los resultados indican que AP es una prueba de mayor precocidad para detectar
primo-infecciones, lo que se deberia al amplio espectro de antigenos que expone a los
diferentes isotipos de anticuerpos. Las IgM son las de mayor avidez para la aglutinacién y
son las primeras que aparecen, sin embargo poseen menor afinidad por lo que pueden
ocurrir uniones inespecificas con IgM generadas por otros organismos (Tizzard, 1989).

Molloy et al.,, (1999), observé que, aunque AP y c-ELISA mostraron la misma
sensibilidad, ésta tltima demostré mayor especificidad. Ademads, tiene mayores ventajas en
lo que se refiere a la metodologia de trabajo, respecto de AP, ya que en este tltimo test, los
resultados son influidos por las condiciones de laboratorio y la interpretacién subjetiva del
operador.

En el presente estudio, AP aparenté poseer mayor sensibilidad respecto de c-ELISA
para la detecciéon de los anticuerpos calostrales, este resultado podria ser debido a una
menor especificidad dada por la presencia de anticuerpos contra antigenos comunes a otros
microorganismos relacionados filogenéticamente, como lo fue descrito para otras bacterias
(Nielsen et al., 2004).

En contraste c-ELISA resulté de gran valor para cuantificar la respuesta inmune,
con alta especificidad (95%) y consistencia generando una clara polarizaciéon entre

negativos y positivos. Su especificidad se basa en el uso de un anticuerpo monoclonal
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AnaF16C1 (Visser et al., 1992; Knowles, 1996) que permite identificar con gran afinidad un
epitope de la proteina MSP5 de A. marginale. Por hallarse ésta conservada entre otras
especies de Anaplasma (A. ovis, A. centrale, A. phagocitophila) pueden obtenerse reacciones
cruzadas entre ellas, (Ndungu et al., 1995; Tebele et al., 1991; Visser et al., 1992; Dreher et
al., 2005).

Aunque en diferentes experimentos la sensibilidad de la prueba superd el 95%
(Torioni de Echaide, 1998; Molloy, 1999), ésta podria estar afectada por el hecho de que el
antigeno esté restringido a un tnico epitope, mientras que AP responde a mdltiples
antigenos, que se pusieron en evidencia en los dos momentos criticos de este estudio. Uno
durante la fase de incremento de los anticuerpos en respuesta a las primo-infecciones y el
otro durante la fase de extinciéon de los anticuerpos calostrales, lo que indicaria que en c-
ELISA requeriria una mayor concentracion de anticuerpos para inhibir el epitope de MSP5,

en relacion a la requerida en AP para aglutinar maltiples epitopes.

2. Estudio transversal

Los terneros de los 20 establecimientos localizados en el departamento de Bella
Vista (todos infestados con B (R) microplus), se encontraron en estabilidad enzoética. Esta
situacién indica que los terneros tuvieron una tasa de inoculacién diaria (h) hipotética >
0.05 hasta la edad de muestreo y permitié predecir para esa generacién la ausencia de
casos clinicos a un nivel de importancia econémica por A. marginale. Este resultado no
coincide con los antecedentes que indicaban inestabilidad enzoética en establecimientos del
departamento de Bella Vista, en terneros menores de un afno con informes de casos clinicos
en bovinos jovenes y adultos (Vanzini et al., 1999; Cetra et al.,, 2000). Los registros
climatoldgicos histéricos del departamento Bella Vista, indican condiciones climaticas
propicias para generar un ambiente para la proliferacion de los transmisores de Anaplasma
spp., sin embargo se registraron cambios climéticos y précticas de manejo que podrian

afectar la situacion epidemiolédgica de la anaplasmosis.
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El estudio transversal se realiz6 entre mayo y agosto de 2003, en terneros de 6 a 10
meses de edad, por lo que estuvieron en un ambiente altamente favorable para el
desarrollo de los transmisores, con precipitaciones mensuales mayores a 150 mm,
temperaturas superiores a 25°C y humedad relativa mayor a 60% (Apéndice, Grafico 9),
desde la primavera de 2002 hasta el otono de 2003, lo que explicaria la alta tasa de
inoculacion de A. marginale en los terneros, nacidos y madres en ese periodo. A esto habria
que agregarle la probable inoculacién de A. marginale, en practicas rurales que implican
transmision de sangre infectada.

En contraste, la situacién ambiental en ahos anteriores pareci6 diferente. Durante
1998 se registraron precipitaciones por encima del promedio con picos de hasta 400 mm en
el mes de abril que provocaron inundaciones y el consiguiente lavado de los campos. Estas
condiciones climatolégicas, podrian haber afectado la viabilidad de las larvas de garrapatas
normalmente presentes durante todo el afio, como lo sefial6 Ivancovich en 1984, para la
localidad El Sombrero Corrientes, con la consiguiente generacién de poblaciones de
bovinos susceptibles a la anaplasmosis. Esto podria explicar la casuistica (33%) de
anaplasmosis reportada en bovinos de Bella Vista para ese periodo (INTA Mercedes),
antecedente que motivé la seleccion de los rodeos de este departamento en biisqueda de
rodeos en inestabilidad enzoética.

Con respecto a las précticas de manejo, habria que considerar que las superficies de
campo utilizadas para la produccién de arroz, son destinadas luego a la ganaderia, hecho
que favorece también la reduccién notoria de la poblacion de garrapatas y con ella de la
tasa de inoculacion de A. marginale, generando también situaciones de inestabilidad
enzootica.

A diferencia de lo que sucede con las garrapatas, en relacion a los cambios
ambientales, los dipteros hematéfagos como tabanos y mosquitos, estarian favorecidos
ademas por la presencia de agua. Ya que una parte de su ciclo evolutivo, comprendido por

los estadios de huevo, larva, pupa y adultos se realiza en el agua. Por ejemplo los tdbanos
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depositan los huevos en los lugares mas sombrios y himedos, sobre el agua, en la
superficie de hojas y plantas. Si el medio les favorece se desencadenan mudas sucesivas y
en un mes logran transformarse en pupas o de lo contrario las larvas hibernan (Boero,
1974).

Los mosquitos desarrollan su méaxima actividad en el verano. Las hembras
depositan sus huevos sobre la superficie del agua, los cuales tienen una estructura especial
dotada de una cdmara de aire que les permite mantenerse indefinidamente sobre la
superficie y en pocos dias se transforman en pupa. Por eso en los lugares de depositos de
aguas naturales como lagunas y esteros, comunes en la zona de estudio, asegurarian la
presencia constante de estos transmisores, independientemente de los cambios climaticos,
que pudieran ocurrir (Boero, 1974).

En relacion a los productos utilizados para el control de la garrapata se destacan
diferentes principios activos, frente algunos de los cuales el ectoparasito fue adquiriendo
resistencia. En la actualidad, se emplean tres principios activos aprobados para bafios de
inmersion, los piretroides, los fosforados y la formamidina. Mas recientemente, las lactonas
macrociclicas (avamectinas, doramectina, ivermectinas y moxidectina), aportaron sus
beneficios y fueron incorporados también en los planes de control (Lucas, & Lamberti,
2006).

De la encuesta realizada a los 20 productores de Bella Vista surge que en los rodeos
de estudio se realizaron sistematicamente al menos seis tratamientos anuales con diferentes
productos garrapaticidas con predomino de la combinacién formamidina/avermectina, y
las formas de aplicacion mas utilizadas fueron inmersién/inyectable y derrame pour
on/inyectable.

De los 20 rodeos analizados, en 13 (54%) se aplicé garrapaticida como droga tnica,
siendo la formamidina empleada en el 85% de los casos. Esto concuerda con lo observado
por Guglielmone et al., (2007), referido a una mayor frecuencia de tratamientos anuales y el

uso de formamidina en la provincia de Corrientes.
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Hay que considerar que la concentraciéon de los principios activos de los bafios de
inmersion ha sufrido distorsiones a través de los afios influenciado por factores tan
dispares como costos, zona, vigilancia, atencion profesional y educaciéon del encargado.
Lucas & Lamberti, (2006) sefialaron que entre los afios 1985 y 2000, la concentracion de las
drogas alcanzaba a los 200 partes por millon requerida, sélo en el 13% de los bafiaderos
estudiados.

La mayoria de los productos utilizados como garrapaticidas, no son tan eficientes
como insecticidas (Kessler, 2001). Los piretroides que poseen accion insecticida y repelente,
fueron usados solamente en tres rodeos. Por lo cual el tipo de producto no afectaria la
presencia de dipteros hematéfagos sobre los animales. Hay que tener en cuenta que el
control de los dipteros hemat6fagos se basa en la aplicacion de insecticidas en sus moradas
(huecos de arboles, restos de heno, corrales) y no sobre el animal, ya que se posan para
alimentarse pocos minutos. Esto reforzaria la hipotesis de que en los 20 rodeos, a pesar del
control de la garrapata, la transmision de A. marginale, habria estado asegurada

probablemente por los dipteros hematéfagos.

El andlisis estadistico entre el factor identificado como tipo de producto, referido a
su forma de aplicacion como droga combinada o tnica, y la tasa de inoculacién no mostré
asociacion estadisticamente significativa (p< 0,05), (tabla 9.1). Estos resultados no eran los
esperados, considerando las investigaciones que indican que la combinacién de productos
potencia la accién farmacolédgica (Lucas & Lamberti, 2006) como antiparasitario externo y
ecto-endocidas, generando un control maés eficiente sobre la garrapata que cuando se

utiliza como droga tnica.

En relacién al factor referido a la cantidad de bafios no se encontraron diferencias

significativas respecto de la tasa de inoculacion. Los resultados parecen indicar que a pesar
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de los seis a nueve tratamientos realizados por afio, la tasa de inoculacién se mantuvo alta.
Esto indicarfa una vez mas el rol preponderante de los diptéros hematéfagos en la
transmision de A. marginale.

En relacion a la ocurrencia de casos clinicos en el afio, no se encontraron diferencias
significativas (p< 0,05) entre el grupo de los trece rodeos que tuvieron una alta tasa de
inoculacién (h > 0,009), con los siete rodeos que tuvieron una menor tasa de inoculacién (h
< 0,009), (Tabla 9.2). Los resultados tampoco fueron coherentes con lo esperado, ya que de
acuerdo con Mahoney & Ross, (1972) cuando disminuye la tasa de inoculacién los rodeos
se encontrarian en inestabilidad enzodtica, con animales que no toman contacto con los
agentes cuando son resistentes naturalmente y lo hacen como adulto donde aumenta el
riesgo de manifestar la enfermedad clinicamente.

La situaciéon encontrada podria deberse al inconveniente de la dificultad para
discriminar los casos clinicos causados por A. marginale de aquéllos por Babesia spp., ya que
sus sintomas se confunden en la entidad conocida vulgarmente como “Tristeza” y son
tratados, sin previo diagndstico de laboratorio para identificar el agente etiol6gico causal.

A pesar de la resistencia natural a la enfermedad que poseen los bovinos jovenes,
cuatro productores encuestados respondieron que durante el tltimo afio tuvieron casos
clinicos de anaplasmosis en terneros mayores de tres meses, y seis no pudieron identificar
si se trataba de anaplasmosis o babesiosis. Esta informacién coincide con los hallazgos de

Vanzini et al (1999) en rodeos de Bella Vista.

Curiosamente en relacion a la variable E.V. (carga bovina/ha), y su
correspondencia con la tasa de inoculacién, no se encontraron diferencias significativas (p=
0,5) entre los 10 rodeos que tenian <0,5 E.V., y los otros 10 rodeos con >0,5 E.V. (Tabla 9).
Se esperaba que al aumentar el E.V., la mayor la tasa de contacto entre los animales
favoreceria la transmisiéon de A. marginale. No son comunes en la zona de estudio los

espacios reducidos, y la produccion es primordialmente extensiva. Este resultado podria
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estar condicionado por algtn otro factor no considerado en este estudio, como la presencia
de reservorios de agua en la superficie considerada para E.V.

El andlisis estadistico entre el factor tipo de sangre (Bos taurus, Bos indicus)
clasificado como Y2 sangre (acebuzados) y 3/8 sangre (pampizados) y tasa de inoculacién
no mostrd diferencias significativas. Estos resultados concuerdan con los de Bock et al.
(1999), que observaron que la resistencia innata de las razas cruzas y puras Bos indicus no
fueron significativamente diferentes, confirmando que ambos son similarmente
susceptibles a las infecciones por Anaplasma spp. En contraste Madruga et al. (1985),
observaron que la parasitemia media de los terneros de la raza Ibage fue significativamente
superior (p <0,05) a los demds grupos experimentales, y sugieren una menor probabilidad
de ocurrencia de anaplasmosis en la raza Nelore y en los animales V2 sangre Nelore respecto
de las razas europeas estudiadas en la region.

Mediante el anélisis de la regresion multiple se encontraron resultados con mayor
racionalidad que cuando el andlisis se realizé en forma individual, lo que indicara la
interaccién mdultiple de las diferentes variables en relacién a la tasa de inoculacién. Se
encontré una asociacion inversamente proporcional entre la tasa de inoculacién (variable
dependiente) y tipo de sangre, cantidad de bafios y ocurrencia de casos clinicos. Una alta
tasa de inoculacién fue asociada con bovinos pampizados (3/8 Bos indicus), menor cantidad
de bafios y menor ocurrencia de casos clinicos, aunque para esta tltima variable no se
discriminé entre la transmisién por garrapatas o dipteros hematéfagos.

Si bien los 20 rodeos estuvieron en estabilidad enzoética, tres de ellos tenian tasas
de inoculacién cercana al nivel critico (h=0,005), en relacién a los demas establecimientos
estudiados (Tabla 5). Se identificaron como factores de riesgo al tipo de sangre y la
cantidad de bafios realizados en el afio. Los tres rodeos tenian bovinos 3/8 sangre cebu y

realizaban mas de ocho bafios por afio.
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Consideraciones generales

Debido a que la epidemiologia de la anaplasmosis es un proceso dinamico
condicionado por multiples factores, surge la necesidad de establecer un control estratégico
de la enfermedad en forma integrada, sin interferir con el ecosistema, y lograr el equilibrio
ecolégico.

La FAO (1979), denomin¢ al Control Integrado de Plagas, como un sistema de
manejo que, en el contexto del medio ambiente asociado al agrosistema y a la dindmica de
poblacién de especies, utiliza todas las técnicas disponibles para mantenerlas a niveles
inferiores a aquéllos que causen dafio econémico. El objetivo principal es mantener las
condiciones mas favorables para el crecimiento y desarrollo del animal que se esta
produciendo, pero siempre tomando en cuenta el ambiente y los aspectos ecolégicos y
sociologicos ligados al mismo. Para lograrlo, poniendo el énfasis en la comprension de las
actividades de cada uno de los componentes del agroecosistema en tratamiento (Vigiani,
1990).

En la actualidad la resistencia a las drogas, es un fenémeno generalizado, que
deberia considerarse no sélo para las garrapatas sino también para las poblaciones de
dipteros hemato6fagos. Se pretenderia el uso racionalizado de los productos disponibles en
el mercado para lograr un control eficaz de todos los transmisores, utilizando los recursos
disponibles en el ecosistema, manteniendo el equilibrio entre las poblaciones de una

comunidad, con la interaccién entre competidores, depredadores y presas.
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados de los estudios realizados en el drea endémica de la
provincia de Corrientes, se concluye que los rodeos se encontraban en estabilidad enzoética
para anaplasmosis durante el periodo estudiado.

En el estudio transversal, realizado en el departamento de Bella Vista, la
prevalencia seroldgica hallada en terneros fue del 92%.

En el estudio longitudinal los resultados mostraron que a los 4 meses de edad
ambas cohortes localizadas en el departamento de Empedrado alcanzaron la estabilidad
enzodtica. Las diferencias significativas encontradas entre los niveles de anticuerpos a
través del tiempo entre las dos cohortes (p< 0,005), y entre la persistencia y los niveles de
anticuerpos (p< 0,005), durante los primeros meses de vida confirma una relacién directa
entre una mayor tasa de infeccién: mayor nivel de Ac calostrales y, a su vez, mayor
persistencia de Ac calostrales para la cohorte 2 respecto de la cohorte 1.

Los anticuerpos calostrales especificos para A. marginale mostraron un efecto de
resistencia a las infecciones naturales. En terneros sin inmunidad calostral las primeras
infecciones se detectaron durante el primer mes de vida, mientras que en aquéllos que
habian ingerido calostro ocurrieron a partir de los dos meses de edad.

La persistencia de los anticuerpos calostrales es directamente proporcional al nivel
de los anticuerpos, con un tiempo de extincion maximo de cinco meses.

La situaciéon epidemiolégica de la anaplasmosis es un proceso dindmico,
condicionado por las variaciones del ecosistema.

Se encontré una asociacién inversamente proporcional entre la tasa de inoculacién
(variable dependiente) y tipo de sangre Bos indicus, cantidad de bafos y ocurrencia de casos
clinicos. El uso de formamidinas y piretroides resultaron determinantes para una baja tasa

de inoculacién.
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Se identificaron como factores de riesgo el tipo de sangre y la cantidad de bafios
realizados en el afio, en tres establecimientos que poseian una tasa de inoculacién cercana

al nivel critico (h=0,005), en el departamento de Bella Vista.
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CAPITULO VII. PROPUESTAS

Estudiar los posibles transmisores de A. marginale, incluyendo la garrapata comdn
para establecer programas de control que permitan cortar la cadena de transmision.

Determinar la importancia del rol que juegan en la transmisién de A. marginale los
dipteros hematéfagos en relacién a la garrapata en diferentes dreas endémicas de B. (R)
microplus.

Investigar diferentes alternativas para el control de las poblaciones de los dipteros
hematofagos, incluyendo el control biolégico.

Demostrar la importancia de la transmisién vertical en la epidemiologia de la
anaplasmosis, con un disefio experimental que permita determinar la frecuencia de esta
transmision en rodeos con diferentes tasas de infecciéon en zonas endémicas y libres de B.

(R) microplus.
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APENDICE
1. Mapa 1: Distribucién de la babesiosis y anaplasmosis en Argentina. (Fuente Spath et al.,

1994; SENASA 2001)

Babesiosis y anaplasmosis: regiones enzooticas

22°

Zona enzootica para Boophilus microplus
Babesia spp

Zona de control: 9,5 millones de bovinos

Zona de erradicacion: 2,4 millones de bovinos

4 Zona enzobtica para Anaplasma marginale

Poblacion de bovinos: 22,6 millones

¢ Casos epizodticos de anaplasmosis (1997-01)
Casos epizooticos de anaplasmosis (2003)

Pérdidas econdmicas en Argentina: US$ 38.945.524

-Spéth et al, 1994
-SENASA., 2001




2. Mapa 2: Departamentos en los cuales se realiz6 ambos estudios (longitudinal:

Empedrado, transversal: Bella Vista) en la provincia de Corrientes, Argentina.
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3. Cromatograma de la secuencia de 347 pb de A.marginale amplificado por PCR correspondiente al ternero N° 1.
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4. Grafico 9 Los registros climatolégicos mensuales, a) precipitaciones, b) humedad relativa
media mensual, c)Temperatura media mensual; relacionado con el periodo que se

realizaron los trabajos, para los departamentos de Bella Vista y Empedrado.
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5. Grafico 10. Los registros mensuales climatolégicos comparados con los afios anteriores:

1) Precipitaciones, 2) Humedad relativa, 3) Temperatura.
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6. Grafico 11: Distribucién del nimero de productores y establecimientos ganaderos en los departamentos de

Empedrado y Bella Vista de la provincia de Corrientes.
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7. Grafico 12: Estratificacion de los establecimientos ganaderos segtn el nimero de bovinos, en la provincia de

Corrientes.
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8. Tabla 1: Variables dependientes asociadas a la tasa de inoculacién en los 20 establecimientos

analizados en el departamento Bella Vista, Corrientes.

Establecimiento h Edad(dias) | E.V. | Proporciéon | Cantidad Tipo Ocurrencia
Bella Vista de Bos de baiios de de casos
Indicus (anuales) | Producto | clinicos de
Anap.
18 0,0384 210 0,5 1/2 4 42 3
4 0,0307 300 0,5 1/2 3 1
15 0,0307 300 0,5 1/2 4 2
13 0,0307 300 0,4 1/2 3 4 0
20 0,0176 210 0,4 1/2 5 42 5
3 0,0123 300 0,4 1/2 8 42 0
17 0,0111 270 0,4 1/2 4 7
2 0,0100 300 0,75 1/2 8 4 0
14 0,0100 300 0,4 1/2 5 42 6
19 0,0099 210 0,5 3/8 7 42 6
16 0,0096 270 0,7 1/2 5 4
10 0,0096 270 0,4 1/2 4 7
8 0,0096 270 0,4 1/2 6 42 5
9 0,0085 270 0,4 3/8 6 4 8
11 0,0079 240 0,6 3/8 9 42 10
12 0,0077 300 0,5 1/2 6 42 0
5 0,0069 300 0,5 3/8 6 12
7 0,0058 180 0,5 3/8 9 12
1 0,0058 300 0,4 3/8 8 42
6 0,0054 180 0,4 3/8 9 42 10

Para el tipo de Productos, se utilizé6 cédigo de acaricidas: 1. Piretroides, 2. Avermectinas, 3.

Fosforados, 4. Formamidinas, 5.Piretroides + Fosforados.
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ANEXO1
9. TECNICAS DIAGNOSTICAS

9.1. ANAPLASMA SPP

1.1. Prueba de aglutinacion en placa. Esta prueba detecta las inmunoglobulinas G y M contra
Anaplasma spp. Se sigue la técnica de Amerault and Roby, 1998.

La prueba requiere de un factor sérico bovino (FSB) que aporta complemento y conglutinina
necesarios para que se produzca la reaccién de aglutinacién. El FSB se obtiene de un bovino normal
mayor a 1 afio de edad.

Bovino normal: es aquél que al examen clinico no presenta signos de enfermedad y en este caso

ademas debe ser serolégicamente negativo a Anaplasma.

1.1.1. Materiales y equipamiento:

eMicropipetas automaticas regulables de 5-50 pl

eGradillas

ePlacas de vidrio transparente de 3mm de espesor, de 13 x 7,5 cm, divididas en 10 cuadrados de 2 x 2
cm cada uno. Permite realizar 10 anélisis.

eCaja de lectura de 45 x 35 x 15, fondo oscuro opaco, fuente de luz blanca recubierta parcialmente y
tapada con una placa de vidrio transparente.

eMezcladores plasticos.

e Heladera

eFreezer

eCentrifuga

eReloj de laboratorio

eAgitador tipo vortex

eAgitador orbital

eIncubadora entre 24-28°C

eMicroplacas para dilucion de 200 pl
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1.1.2. Reactivos:

eAntigeno de Anaplasma marginale
eFactor sérico bovino (FSB)
eSueros problema

eSuero de referencia positivo

eSuero de referencia negativo

El antigeno: se elabora en la EEA Rafaela del INTA y se mantiene entre 4 °C y 8°C (Anexo 1)
El FSB: se obtiene y se titula en la EEA Rafaela del INTA y se mantiene a -70° o en nitrégeno liquido

(Anexo 2)

Prueba de AP: La prueba se realiza en las placas de vidrio.

En cada placa se pueden procesar 8 sueros problema y los sueros de referencia positivo y negativo.

En cada recuadro se colocan por separado:

30 pl de suero

30 pl de FSB

15ul de antigeno.

Se mezcla con los mezcladores individuales formando un circulo de 1.8 cm de didmetro. y se coloca
en un agitador orbital (90-110 rpm) en cdmara hiimeda entre 23°C y 28°C A los 4 minutos se realiza
la lectura.

La presencia de grumos se considera positivo.

Para procesar los sueros hay que dejarlos sin congelar durante 48 hs para permitir que se destruya el

propio complemento y evitar reacciones la autoaglutinacién.

Fallas de la prueba: si la temperatura es mayor a 28°C se observardn falsas reacciones positivas. Si es
menor a 23°C habra falsas reacciones negativas. Es por lo tanto indispensable colocar en cada placa

los controles positivo y negativo y trabajar entre 23 y 28°C. Se puede ajustar el tiempo 4 minutos +
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1/2 minuto, en funcién de la temperatura. Por ejemplo, puede ser necesario que a 28°C se agite 3,5

minutos, mientras que a 23°C 4,5 minutos. Siempre controldndolo con los sueros de referencia.

Preparacion de antigeno de Anaplasma marginale para la prueba de aglutinacién en placa

Se realiza a partir de terneros esplenectomizados. Se inocula el primero y cuando tiene el pico de

parasitemia se realiza un pasaje a otro esplenctomizado y asi sucesivamente hasta lograr después de

tres 6 cuatro pasajes una parasitemia mayor al 70% antes de los 7 dias de la inoculacion.

STOCK

1)

Sangrar el bovino aproximadamente 1 litro cada 100 kg., en erlenmeyers de 2 litros con perlas de
vidrio para defibrinar y eliminar los glébulos blancos. Agitar suavemente pero en forma
continua con movimientos rotativos durante el sangrado y por lo menos 15 minutos después de

tomar la muestra, para evitar que se coagule.

2) Centrifugar la muestra en frascos de un litro y eliminar el suero. Lavar con buffer PBS pH=7.2 a
1000 x g, 30 min y resuspender el pellet en un volumen igual de PBSS con 30% DMSO (dil final
15%).

3) Agitar con agitador magnético para homogeneizar bien la suspensiéon y congelar a -40°C en
fracciones de 250-300 ml.

ANTIGENO

1) Descongelar aproximadamente 300 ml de la suspension de GR.

2) Centrifugar la suspension a 20,000 x g con PBS/ antibiéticos en frascos de 250 ml.

3) Eliminar el sobrenadante con hemoglobina.

4) Repetir los lavados hasta que el sobrenadante quede transparente. .

5) Resuspender el sedimento en pequerios voliimenes de Buffer Acetato pH: 5.



109

6) Sonicar en bafio de hielo a 100 w durante 20 segundos, 3 series. NO PERMITIR QUE SE
CALIENTE, hasta que la suspensién quede homogénea.

7) Colocar aproximadamentel0 ml de la suspensién homogeneizada en tubos de 30 ml y completar
hasta 25 ml con buffer acetato.

8) Centrifugar a 20,000 x g 30 min. Eliminar el sobrenadante coloreado.

9) Repetir la operacion de los puntos 2 y 3 pero con buffer acetato hasta que el sobrenadante esté
transparente.

10) Recuperar el sedimento blanco en buffer acetato, sonicar y centrifugar a 1,000 x g, durante 20
min, en tubos de 15 ml graduados (0.1 ml)

11) Llevar el sedimento al 4% en buffer acetato.

12) Teiiir con 1 ml de fast green al 1% por cada 25 ml de la suspensién al 4%, en agitaciéon durante 1
h.

13) Lavar la suspension tefiida, tres veces con buffer acetato y llevar a una concentracién final del 1.8
% a 1,000 x g durante 20 min. Segtn las condiciones del laboratorio la concentracién del antigeno
se puede ajustar entre el 1.8% hasta el 2.5%.

14) Mantener en alicuotas de 3 6 4 ml, refrigerado. NO CONGELAR.

BUFFERS:
1) PBSS x5.
Na,HPO, 91,97g

KH,PO,  14.30g

NaCl 42.90¢g
Csp 2.000 ml
Antibiéticos:

Penicilina G Na: 200.000 UI (120 mg/1)

Estreptomicina: 200 mg/1

2) Buffer Acetato 0.2M pH 5 ( William & Chase p 386)

Solucién A: acido acético glacial 0.2M., 0,58 ml para 50 mlde agua destilada.
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Solucién B: Acetato de sodio con una molécula de H>O 0,2M, 5,44g para 200 ml de agua destilada.

Solucién de trabajo buffer acetato 0.1M para 100 ml

Sol. A 14,8 ml
Sol. B. 35,2ml
NaCl al 0,85% 0,425g
p- hidroxibenzoato 0,05g.
H20; destilada. c.s.p. 100 ml

3) Colorante

Fast green 1g
CINa 0,5g
Methyl para hidroxibenzoato 01g
H2O; destilada c.s.p. 100 ml

Método rapido para seleccionar el FSB: seleccionar tres bovinos adultos, normales y negativos a la
prueba. Obtener una alicuota de suero de cada animal rdpidamente, dentro de las 4 horas debe estar
a -70 °C o en nitrégeno liquido. Probar los sueros candidatos para FSB con el suero positivo y el
negativo: 30 pl del suero positivo, 30 pl del candidato a FSB y 15 ul de antigeno. Realizar lo mismo
con el suero de referencia negativo. Agitar y leer a los 4 minutos. Seleccionar el que mejor
discrimine positivo y negativo a los 4 minutos entre los 24-27°C. Volver a sangrar el bovino
seleccionado como dador de FSB y guardarlo en alicuotas de 1 o 2 ml, de manera que una vez
descongelado se elimine. NO VOLVER A CONGELAR.

Cuando el FSB se mantiene entre -20 y -60°C, el reactivo no es estable, el titulo del complemento y

conglutinina disminuye y afecta la reaccién.
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9.2.1. ELISA
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ELISA de competicion (c- ELISA) para el diagndstico de Anaplasma spp basado en la proteina de

superficie MSP5:

Adsorciéon de Antigeno: los antigenos se adsorben al plastico favorecido por el
buffer fijador.

Lavados

Unién de Anticuerpos especificos (sueros) a los epitopes: si los sueros a evaluar
incluyen anticuerpos especificos de distintos isotipos se uniran a los antigenos
adsorbidos.

Lavados

Conjugado Ana/6L1-HRPO: el conjugado es un anticuerpo monoclonal (mAb)
contra un epitope del antigeno. La unién de los anticuerpos especificos impide
la unién del mAb-conjugado. Los mAb sé6lo se unen a éstos cuando no hay
anticuerpos especificos.

Lavados

Deteccién de la enzima: la enzima presente en los negativos hidroliza el

substrato cromégeno generando color. La intensidad se evaltda con un

fotémetro.

Reactivos:

1.1. Quimicos:
1.1.1 Carbonato de sodio (CO3 Na) pm 105.99
1.1.2. Bicarbonato de sodio (NaHCO3) pm 84.01
1.1.3. Cloruro de sodio (NaCl) pm 58.44
1.1.4. Fosfato de potasio monobasico(PO4H2K) pm136.10
1.1.5. Fosfato de potasio dibasico (PO4HK?2) PM 174.18

1.1.6. Polioxietilenesorbitano momolaurato (Tween 20)

1.1.7.Glicina PM 75.07

1.1.8. Sucrosa PM 342.31
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1.1.9. Albtimina bovina (BSA) fraccién V.

1.1.10. Citrato trisédico (Na3C6H5072H20) PM 294.10

1.1.11. Acido citrico (H3C6H507) PM 210.15

1.1.12. Peréxido de hidrégeno (H202)

1.1.13.ABTS 0.04M (2,2-Azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico
PM 548.7

1.1.14. Lauryl sulfato de sodio (SDS) PM 288.38

1.2 Biolégicos:
1.2.1. Antigeno recombinante, de la proteina de superficie de A. marginale (MSP-5)
con un peso molecular de 19KD.
1.2.1.1. Antigeno 1: El gen msp5 fue clonado en p-Mal y expresado en E. coli, como
una proteina de fusién MSP-5-maltosa binding protein (MBP), y purificada por
cromatografia. Debido a que los sueros pueden tener anticuerpos contra MBP
producido por E. Coli ambiental, éstos se deben adsorber con MBP para evitar las
reacciones cruzadas, eliminar el background y obtener una especificidad aceptable.
1.2.3. Conjugado: se utiliza un anticuerpo monoclonal (mAb) Ana F16 C1 anti-MSP-
5, conjugado a la enzima peroxidasa. Obtenido comercialmente (VMRD, USA).
1.2.4. Suero control positivo fuerte (C++) anti-A.marginale. Suero de referencia
internacional de Red de Hemopardasitos Latinoamericana de FAO (RLH-FAO)
1.2.5. Suero control positivo débil (C+) anti- A. centrale. Suero obtenido 4 afios
después de una tinica inoculacién.
1.2.6. Suero negativo. Suero de referencia internacional de la Red de Hemoparésitos

Latinoamericana (FAO).

EQUIPAMIENTO E INSTRUMENTAL

1.3. Placas: se utilizan placas Nunc 2-69620.

1.4. Micropipetas monoclonales automaticas regulables de 0,5-10ul, 10-40ul, O-

100ul, 100-1000ul.
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1.5. Micropipetas multicanales automaticas regulables: 5-50ul, 50-300ul.

1.6. Agitador orbital, con ajuste de velocidad.

1.7. Lavador de placas automatico o semiautomatico.

1.8. Espectrofotémetro para placas de 96 pocillos. Multiskan de Labsystem con

filtros de 405, 450, 492 y 620 nm.
1.9. Refrigador (4-8°C)
1.10.  Congeladora (-20; -40°C)
1.11.  Medidor de ph
1.12.  Balanzas de precisiéon
1.13.  Incubadora
1.14.  Material de vidrio para laboratorio
1.15.  Criotubos
1.16.  Destilador de agua
1.17.  Computadora

1.18.  Programas para ELISA: c-EIA (IAEA), SEPIA (ADRI)

2. SOLUCIONES:
2.1. Solucién para adsorcion de antigeno:

Buffer carbonato/bicarbonato 0,06M pH 9.6

Bicarbonato de sodio (CO3HNa) 3,80g
Carbonato de sodio (CO3Na) 1,93g
H20 destilada csp 1000ml

2.2. Solucién Salina fosfatos (PBS) 0.01M pH 7.2

Cloruro de sodio (Na Cl) 42.50g
Fosfato de potasio monobasico (PO4H2K) 1.95¢
Fosfato de sodio dibasico (PO4HK?2) 6.25¢g

H20 destilada csp 5000ml

2.3. Solucién diluente para sueros:
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PBS-T EDTA/EGTA 0.0075M, pH 6,3

EDTA 0,5585g
EGTA 0,5705g
PBS-T csp 100 ml
Leche descremada 4%

3.4.1. Buffer substrato

Citrato de sodio/éacido citrico 0.05M, pH 4,5

Citrato trisédico (Na3C6H507,2H20) 382¢g
Acido citrico (H3C6H507) 230g
H20 destilada csp 500ml

3.4.2. Substrato para la peroxidasa
Peréxido de hidrégeno (H202) al 3%

Mantener en un frasco oscuro a 4 °C

2.4. Cromoégeno (donante de hidrégeno)

ABTS 0.04M (2,2- Azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
ABTS anhidro 0219 ¢
H20 destilada csp 10 ml

El ABTS es fotosensible, mantenerlo al abrigo de la luz a 4°C

3.  EJECUCION DE LA PRUEBA

3.1.

Adsorcién del antigeno: a partir del antigeno concentrado de A. marginale, se prepara
una dilucién de trabajo en buffer carbonato/bicarbonato 0.06M pH 9.6, segiin se
especifica para cada lote.

Con una pipeta multicanal distribuir 100 ul de la dilucién de trabajo de antigeno en
cada pocillo de las microplacas. Sellar las placas con papel de acetato y mantenerlas en
reposo durante 18 hs a temperatura ambiente, o a 4°C. Después de la adsorcion del

antigeno, las placas deben mantenerse a -20°C hasta su uso. Si las placas se van a usar
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inmediatamente después de la adsorcién no hace falta congelarlas. La prueba debe
realizarse a una temperatura ambiente entre 25 y 28°C.

Importante: antes de comenzar la prueba a) permitir que todos los reactivos se
estabilicen entre 25 y 28°C; b) colocar las placas en la estufa durante 45 minutos.
Bloquear la placa durante 30 minutos con el buffer de bloqueo, en reposo.

Lavado: una vez finalizado el bloqueo, lavar la placa de ELISA tres veces con 200 ul de
buffer lavado PBS-T. Agregar 50ul de buffer PBS.

Incubacién de los sueros con el antigeno: con una pipeta multicanal traspasar 50ul suero
problema e incubar 30 minutos con agitacién continua. Mientras se incuban los sueros,
encender la computadora y el lector de ELISA. Seleccionar el filtro apropiado del lector
(en este caso 405 nm). Seleccionar el programa adecuado y cargar los datos segun las
indicaciones del mismo.

Conjugado: agregar 100 ul del conjugado (mAb AnaF16C1-peroxidasa) a una dilucién
previamente establecida por titulacién. Incubar a temperatura ambiente 30 minutos con
agitacién continua. Por ejemplo para una dilucion 1:2000, colocar para cada placa 12 ml
de PBS 6 ul del conjugado.

Inmediatamente antes de finalizar la incubacién del conjugado, preparar el substrato. Se
prepara 12 ml por placa: 12 ml de buffer substrato (citrato de sodio/acido citrico, 0.05M,
pH 4.5).

300 ul de cromégeno ABTS

60ul de H2 O2 al 3%.

Finalizada la incubacién del conjugado lavar la placa 3 veces como se indica en 4.2.
Agregar 100 ul del substrato, en la placa de prueba y también en la primera columna de
una placa limpia que se utilizard como blanco. Incubar con agitacién continua durante
10 minutos hasta cortar la reaccién con 50 ul de SDS 8 %. La lectura puede hacerse en
forma dindmica. En este caso se debe leer la placa a los 4 minutos de iniciada la
incubacién con el substrato, con agitacion continua hasta que el momento indique el
tiempo de lectura 6ptimo para esa placa, momento en que se realizard la lectura final,

sin necesidad de frenar la reaccion.
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4. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicién (%I). El1 CC, no incluye suero
pero si incluye el mAb anti-MSP5 conjugado y representa el 100% de color, o sea 0%].
Tomando como referencia este valor se obtienen los % I para los restantes sueros.

La féormula es:

100- (media de la DO del suero problema X 100)

media de la DO del CC

5. CONTROLES DE CALIDAD

Los valores de % I de los controles deben estar incluidos dentro de determinados rangos,
establecidos en el propio laboratorio. Para ello se obtiene el % I promedio de 100 placas y la
DS obtenidos para cada control como el % I promedio +_ 3DS. De esa manera nuestros

controles deben resultar:

C++ 87-106 % 1
C+ 35-70%1
C- 12-20 %1
CC- 12-9% 1
La DO del CC, referente para toda la placa, debe resultar entre 0.700 y 1.600 en un periodo

de 8 a 20 minutos
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ANEXO 3

9.3. PCR

9.3.1. EXTRACCION DEL DNA A PARTIR DE MUESTRAS DE SANGRE

Muestras con citrato congeladas son preferibles.

1.

2.

Descongelar las muestras de sangre. Se aconseja trabajar con tubos Eppendorf de 2 ml.
Tomar 500 a 1000 ul de cada muestra y colocarlas en tubos Eppendorf.

Agregar 800 a 1000 ul de BUFFER LISIS DE GLOBULOS ROJOS. Mezclar e incubar 10
minutos a temperatura ambiente. Centrifugar a 14.000 rpm por 5 minutos.

Remover parte del sobrenadante cuidadosamente con una pipeta dejando el sedimento y
algo del liquido que lo cubre.

Agregar 1000 -12000 ul de agua destilada, mezclar bien para lavar el sedimento y volver a
centrifugar igual que en el paso anterior. Sacar el sobrenadante y repetir el lavado
resuspendiendo el sedimento. Centrifugar hasta obtener el sobrenadante claro-transparente.
Agregar 500 ul de BUFFER LISIS CELULAR vy 8 ul de PROTEINASA K (20 mg/ml).
Mezclar muy bien despegando el sedimento con el tip e incubar 1 hora como minimo a 56 -
62°C. En este paso puede quedar a temperatura ambiente mucho tiempo (meses).

Refrigerar las muestras 5 - 10 minutos y agregar 100 ul de CLNa 5M, y 1 volumen de fenol
cloroformo (500 ul). Agitar muy bien en vortex y centrifugar 10 - 15 minutos a 14.000 rpm.
Se colocan en otros tubos bien identificados 500 ul de ISOPROPANOL y el sobrenadante de
los tubos del paso anterior, con tips con barrera. Se cierran bien y se agitan 50 veces para que
se formen los ovillitos de DNA. Se centrifugan 2 - 3 minutos a 14.000 rpm, se vuelca el
sobrenadante y se dejan boca abajo para que se sequen.

Se agregan 500 ul de ETANOL 75% se enjuaga el ADN y se centrifuga a 14.000 rpm por 2 - 3

min. Se dejan secar boca abajo.

10. El ADN se resuspende en agua destilada pura o bidestilada (100 ul).



9.3.2. BUFFERS Y SOLUCIONES:

1.1 LISIS PARA GLOBULOS ROJOS

0.14M NH,CL (PM=53.50)
0.017 M Tris-CLH

H,O bidestilada c.s.p.

1.2 LISIS CELULAR

0.05M TRIS-CLH (Stock = 1M) pH 8
0.IMEDTA (Stock = 0.5M)

0,1M NaCl

2% SDS (Stock = 20%)

H>O bidestilada c.s.p.

1.3 PRECIPITACION DE PROTEINAS

5M CLNA

1.4 PRECIPITACION DEL ADN

FHENOL: CLOROFHORMO: ALCOHOL ISOAMILICO (25:24:1) (Invitrogen).

1.5 DILUCION DE ADN AMPLIFICADO
0.25% AZUL DE BROMOPHENOL
0.25% XYLENE CYANOL

30% GLICEROL EN H,O DESTILADA

187 g
052¢g

250 ml

1,52¢g
9,30g
1,46g
25 ml

250 ml
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1.6 ELECTROFORESIS

MOPS {3-[N-MORPHOLINO] (PROPANOL-SULFONIC ACID) }

04M MOPS  pH?7 (HONa) 83,72 ¢g
0,1M Acetato de Sodio 820 g
10 mM EDTA 372¢g
c.s.p. 1000 ml

1.7 VISUALIZACION DE BANDAS EN GELES SUJETOS A ELECTROFORESIS

BROMURO DE ETIDIO: 10mg/ml en buffer MOPS

9.3.2. PCR

2.1 OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES (primers)

msp5 Int For 5'TTCC TCG CCT TGG CCCTCA GA 3

msp5 Ext Rev 5'TCCTCG CCT TGG CCCTCA GA 3'

Tamarfio esperado 345 pb



2.2. MEZCLA DE REACTIVOS (para un volumen final de 50 ul por reaccién).

Reactivos Concentracion Volumen
Buffer TRIS-CIH 10 mM (10X) 5,0 ul
Cl.Mg 1,5 mM 3,0 ul
DNTP’s 0,2 uM 1,5ul
mspb Int For 0,8 uM 1,5 ul
msp5 Ext Rev 0,8 uM 1,5 ul
Taq Polimerasa 1UI 0,3 ul
H,O 34,2 ul
ADN 3ul

2.3. AMPLIFICACION DEL ADN
CICLOS
Desnaturalizacién inicial 95° C 5 min
40 ciclos
30 seg
Desnaturalizaciéon 95°C
30 seg
Hibridacion 60°C
30 seg
Extension 72°C
5 min
Extension final 72°C
4°C

Mantenimiento
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2.4. ELECTROFORESIS

Se realizé en geles de agarosa al 1,5% en 40 ml con 5 ul de bromuro de etidio (10mg/ml). Las
muestras se diluyeron 1/6 en buffer de corrida y se cargaron 10ul por calle. Se colocé un marcador
molecular de 100 bp (INVITROGEN) un control positivo, un control negativo y un control de

reactivos. Se realizo6 la corrida electroforética durante 45 min a 60 V, en 0,4M de buffer MOPS.

2.5. VISUALIZACION DEL GEL
Se visualizaron las bandas en el gel separadas por electroforesis, con una fuente de luz ultravioleta

protegida.
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Encuesta: ENCUESTA PARA GANADEROS

DATOS DEL ESTABLECIMIENTO

A. CARACTERISTICAS GENERALES

A1l.Nombre del propietario:

A2. Direccién del propietario:

A3. Direccion del establecimiento:

A4. Nombre del veterinario:

A5. Nombre del encargado:

1. Fecha de la encuesta: 2. Codigo del establecimiento:

3. Tipo de explotacién:

(1:Excl.ganadera; 2:Ganadera-agricola)

4. Explotacién ganadera:

(1:Bov.para carne; 2:Bov.para leche; 3:Doble propdsito)

5. Cria otro ganado:

(1: Si; 2: No)

6. Que ganado:
(1: ovino; 2: caprino; 3:equino; 4:otro)

7. Numero:




ESTRUCTURA DEL RODEO:

Proporcion de Bos indicus:

8. N° de toros: 16.
9. N° de vacas: 17.
10. N° de vacas 1° paric. 18.
11.N° de vaquillonas 19.
12.N° de novillitos 1-2 afios 20.
13. N° de novillitos >2 afios 21.
14. N° animales < 1 afios 22,
15. Otros bovinos: 23.

24. Superficie destinada a ganaderia (ha):

25. Carga animal (ha/EV):

B. MANEJO NUTRICIONAL DE LAS VACAS MADRES

Indique los meses en que se utiliza cada tipo de recurso forrajero utilizando los cédigos (1, 2 o 3).

E|F | MA|M|] |[] |[A|S|O|N|D
26(27(28(29|30|31|32|33|34|35|36 |37
1. Pastura permanente

Indice del sistema de alimentacion:

2. DPastura estacional

39
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En caso de permanecer la pastura permanente sin animales (Descanso) Indique entre que meses.

C. CONTROL DE LAS GARRAPATAS

Usan Acaricidas?

42

Indique forma de aplicacién

43

(1: inmersién; 2: aspersion fija; 3: aspersién manual; 4: derrame; 5: inyectable; 6: otros

Indique meses de aplicacién utilizando los cédigos de los acaricidas:

MESES
E[F [M[A[M][J] [J [A]s [O[N][D
444546 |47[48]49[50|51 5253|5455
CODIGO ACARICDAS

Accioén prolongada: 1. Piretroides, 2. Avermectinas

Accién corta:

Mixtos:

Indice de relacién Acaricida-Aplicacion

56

3. Fosforados, 4. Formamidinas

5.Piretroides + Fosforados

D. OCURRENCIA DE BABESIOSIS Y/O ANAPLASMOSIS DURANTE EL ULTIMO ANO

CALENDARIO
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Indique el nimero de casos en cada mes
Diagnostico Veterinario?

Anaplasmosis

E |F | M|A|M|] |J] |A|S |O [N |D |Enfermos | Muertos. | <la|1-2a | >2a

57158 (59|60|61|62|63|64|65|66|67|68|69 |70 71 72 |73 |74

Babesiosis

E|F | M|A|M|J] |J |A|S |O [N |D |Enfermos | Muertos. | <la|1-2a | >2a

7576|7778 |79|80|81(82(83|84|85|86|87 |88 89 9 |91 |92

Indeterminado

E|F [ M|A|M|] |] A |S |O |N |D |Enfermos|Muertos|<1?|1-2a|>2a

9394(95|96|97|98|99|100|101|102|103|104 105|106 107 108|109 | 110

Observaciones (Indique si los casos eran animales nacidos en el establecimiento)




