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|. Introduccion

La Anaplasmosis es una enfermedad infecciosa no contagiosa
gue afecta a los bovinos, ovinos, algunos rumiantes silvestres,
equinos y aun al hombre. La enfermedad es causada por
microorganismos del género Anaplasma (1,2) y en los bovinos
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la anaplasmosis es ocasionada por |as rickettsias Anaplasma
marginaley A. centrale.

En los bovinos la rickettsia infecta los eritrocitos de los
animales susceptibles, causando anemia severa y multiples
disturbios fisiolégicos incluyendo abortos, depresion y la
muerte. La anaplasmosis bovina tiene una distribucion mundial,
pero su presencia es de mayor importancia en las zonas
tropicales y subtropicales (3). De las dos especies que ocasionan
la enfermedad en los bovinos, Anaplasma marginale es la mas
patdégena (4) y hasta el momento la Unica reportada en México
(5). Anaplasma marginale tiene forma cocoide de 0.3 de
diametro (figura 1) y se caracteriza, como todas las rickettsias,
por no tener su cromatina organizada en un nucleo con
membrana limitante y por carecer de reticulo endoplasmico.
Recientemente ha sido agrupada con otras bacterias
previamente conocidas como ehrlichias (1). Después de que la
rickettsia entra en el bovino, inicia su multiplicacion y durante
los siguientes 15 a 45 dias los animales no muestran signos de la
enfermedad (4). En forma natural, la enfermedad se puede
presentar en forma hiper aguda, con estados febriles de 41° C,
fallo cardio-pulmonar y muerte en periodos de 24 - 32 h; existe
una forma aguda, con fiebre de 40° C, anemia progresiva, aborto
y muerte, también puede presentarse en forma cronica con
ausencia de signos clinicos tipicos. Esto ultimo puede resultar
después de una infeccion aguda o una infeccion inducida
conocida también como premunizacién (6). Be piensa que los
portadores cronicos asintométicos, y algunos rumiantes
silvestres, fungen como reservorios naturales y son los
responsables de preservar el agente etiologico en la naturaleza

(3).
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Fig. 1. Eritrocitos infectados con Anaplasma
mar ginal e tefiidos con colorante de Giemsa.

La anaplasmosis se puede transmitir en forma biologica
mediante garrapatas de los géneros Boophilus spp., Dermacentor
Spp., Ixodes spp., y Riphicephalus spp. (7, 8, 9, 10, 11, 12,13); la
transmision mecanica esta dada por insectos hemat6fagos como
moscas de establo, mosquitos de los géneros Sphona spp. y
Psorophora spp. y tébanos (9, 10, 14,15); y por manipulaciones
como castraciones, descornes y vacunaciones en las que los
utensilios no han sido esterilizados adecuadamente.

A escala mundial, la enfermedad origina pérdidas
incalculables por muertes, pérdida de peso de los animales,
abortos, costos de tratamientos, medidas preventivas y de control
de vectores. Ademas, los animales parasitados crénicamente
recuperan su peso en periodos muy prolongados. En México, los
estudios econdmicos al respecto estimaron pérdidas por mas de
tres mil millones de pesos tan sélo en 1980 (16), cifra que
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actualmente representaria mas de 130 millones de ddlares.
Asimismo, en 1995 se le responsabilizd6 por e 26% de la
mortalidad total registrada en bovinos de alto registro, manejados
dentro del programa nacional de mejoramiento genético "Ganado
Mejor" (17), esto sin incluir pérdidas no reportadas en animales
fuera de estos programas gubernamentales. En estas condiciones,
la produccion de leche y particularmente la de carne decrece
considerablemente y se desaprovecha el potencial de produccion
de las regiones tropicales donde la infeccibn es comidnmente
endémica y, particularmente en México, dificultando la
introduccién al trépico de ganado susceptible tipo europeo (Bos
taurus), altamente sensible a la anaplasmosis (18,19).

La anaplasmosis es esencialmente una enfermedad del ganado
adulto. En un area enzodética, la mayoria de los becerros quedan
infectados entre las 4 y las 294 semanas de vida;, los cambios
clinicos y patol6gicos en los mismos son leves y breves, quedando
en general, protegidos para toda su vida; sin embargo, son
portadores de la infeccion y en condiciones' de estrés pueden
manifestar una recurrencia de la infecciébn (19). Aunque en
principio todas las razas de bovinos son igualmente susceptibles
ala infeccion, las razas cebles por ser relativamente resistentes ala
infestacion masiva por garrapatas, dan la impresion de que son
resistentes a la anaplasmosis (5,20).

Los estudios serolégicos sefialan a las zonas tropicales y
subtropicales del Sureste y del Golfo de México, con prevalencias
superiores al 50% (21, 22, 23.) El mayor riesgo de infeccion se
presenta en bovinos adultos procedentes de zonas libres o de baja
frecuencia que son introducidos a zonas endémicas; asimismo los
reportes de las asociaciones ganaderas consideran que la
enfermedad es un problema aln, en zonas endémicas
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donde existe estabilidad enzodtica (Rodriguez, datos no
publicados).

La presente recopilacion destaca ciertos aspectos de la
filogenia y del genoma de la rickettsia, revisa el conocimiento
de los mecanismos inmunoldgicos y las formas utilizadas para
la inmunizacion de animales susceptibles que se han
comprobado en la anaplasmosis bovina y los integra al marco
tedrico que se ha observado en las infecciones intracelulares.

1. Genoma y filogenia

1. Genoma

Se ha estimado el tamafio del genoma de Anaplasma marginale
entre 1200 y 1260 kpb a través de electroforesis de pulso de los
fragmentos de restriccion obtenidos después de una digestion
completa con Sfi |, 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 (24) y, recientemente se han incluido en la familia
Anaplasmatacea a Anaplasma (Erhlichia) phagocitophila que a
su vez incluye a Anaplasma (Ehrlichia) equi y al agente de la
ehrilichiosis granulocitica en humanos Anaplasma (Ehrlichia)
bovis y Anaplasma (Ehrlichia) platys dentro de género ademas
de comprender a Anaplasma marginale, A. centrale, y A. ovis

(1).
2. Proteinas de superficie
Anaplasma marginale es una de las rickettsias mejor

estudiadas hasta la fecha. Actualmente se conocen cinco
proteinas localizadas en la membrana celular de la rickettsia.
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Estas proteinas, inicialmente descritas para el aislado Florida,
han sido denominadas proteinas principales de superficie (major
surface proteins, MSP) con nimeros consecutivos del 1al 5. La
composicion basica de ellas es como sigue.

MSP1 es un heterodimero, es decir la proteina esta
compuesta de dos polipéptidos heterogéneos no
relacionados, M SP1a, que esta codificada por el gen mspla
y MSP1b codificado por al menos dos genes mspll3 | y
msplB2 (25,26). El peso molecular aparente de MSP1la es de
105 kDa pero varia de acuerdo a un numero variable de
secuencias repetidas cada una de 28 a 29 aminoacidos,
ubicadas en la parte variable de la proteina, 1o que da como
consecuencia, aislados geograficos diferentes; también se ha
reportado que esta proteina contiene un epitopo sensible ala
neutralizacion que se presenta en todos los aislados
estudiados de los Estados Unidos, Israel y Kenia (27). La
proteina MSP1b es polimoérfica entre cepas y dentro de la
misma poblacion. Se ha reportado que la inmunizacion con
el complejo MSP1 induce proteccion al desafio homologo y
en menor grado al desafio heterélogo, esto quiza se deba a
gue en estudios funcionales de este complejo se demostrd
gue ambas fracciones fungen como adhesinas, es decir como
receptores para los eritrocitos (28,29); mas recientemente, se
demostré también que este complejo tiene la capacidad de
adherirse a células de garrapata en cultivo invitroy células
del intestino de Dermacentor variabilis (30). Por otro lado, €l
estudio de un aislado de A. marginale en cultivo ho mostrd
que exista presion para que el organismo presente
variabilidad en estas y otras proteinas de superficie (31).

MSP2 es una proteina de aproximadamente 36 kDa (32) y
en su estado nativo, es decir cuando se aisla de extractos
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crudos de la rickettsia, es capaz de inducir una respuesta
parcialmente protectora contra asilados homdlogos y en
menor grado contra aislados heterélogos, cuando se
inocula a animales menores de un afio (27). También,
existe una contraparte de esta misma proteina en A.
centrale y recientemente se han detectado proteinas
homdélogas en otras rickettsias como en Anaplasma
phagocytophila (antes Ehrlichia granulicitica) (33,35). Esta
proteina esta codificada por una familia multigénica que
permite la presentacion de variantes durante los diferentes
ciclos de rickettsemia presentes en un solo animal (36).
Este polimorfismo esta intimamente Relacionado con la
permanencia de A. marginale en los animales portadores ya
que aun cuando los animales se recuperan de una primo -
infeccion, si la rickettsia no es eliminada entonces, surgen
variantes de la misma (variantes de MSP2) que permiten a
la rickettsia iniciar un nuevo ciclo de rickettsemia que no
es reconocido por los anticuerpos especificos generados en
el hospedero cuando se presentd la primo-infeccion y que
serd terminada abruptamente cuando se genera una nueva
respuesta de anti cuerpos capaz de reconocer y eliminar las
nuevas variantes (36,37), de esta forma se han determinado
que surgen de 3 a 6 variantes de MSP2 cada 6 a ocho

semanas en animales portadores, es decir cada ciclo de
rickettsemia. La presentacion de variantes se ha observado
también durante la infeccién de la rickettsia a sus
hospederos vectores, cuando se reproduce en células de
intestino de garrapatas, sin embargo el perfil de la MSP2

que llega a la glandula salival del vector parece estar

restringido a dos variantes en Dermacentor andersoni, de
manera que al momento de alimentarse, siempre se
transmiten al bovino dos variantes de MSP2 (salivary
gland variant-l SGVI y SGV2) hablando de un mismo
aislado, estas mismas
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variantes son las que se presentan en la rickettsia que se
desarrolla en forma aguda durante la primo-infeccion por
garrapatas en el nuevo hospedero (38,39).

MSP3, es una proteina de aproximadamente 86 kDa, que
se presenta en forma polimorfica dentro de una misma
infeccion y entre aislados. Los estudios genéticos de esta
proteina han demostrado que esta codificada por una
familia multigénica que se expresan en forma ciclica en un
solo animal, que comparte secuencias con MSP2, y con
MSP4 y ademas se especula que parte de la variabilidad de
MSP3 y MSP2 deriva de la posible recombinacién. entre
los genes que codifican por estas dos proteinas (40,41).
Desafortunadamente no todos los sueros de animales
infectados son capaces de reconocer esta proteina (42).

M SP4 es una proteina de aproximadamente 31 kDa de peso
molecular aparente, esta codificada por un solo gene y los
anticuerpos monoclonales reconocen el homologo de esta
en aislados de diferentes regiones geograficas distantes,
pero no se han detectado homologos en otras rickettsias (A.
ovis, Ehrlichia ruminantium etc.) y no todos los sueros de
animales infectados con A. marginale reconocen con la
misma intensidad a esta proteina, por |0 que se considera
gue no es un candidato adecuado para la in munizacion de
animales contra la anaplasmosis (43,44).

MSP5 es una protein a de bajo peso molecular,
aproximadamente 19 kDa, que se ubica en la superficie de
larickettsia, y esta codificada por un solo gen, loque indica
que debe tener una funcion de importancia en la
conservacion de la especie; se ha reconocido su homdlogo
en todos |os aislados geograficos hasta ahora probados y
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estructuralmente se presenta en forma multimeérica, y unida
por puentes disulfuro que le ayudan a mantener su
conformacion  terciaria  (45), necesaria para su
reconocimiento por anticuerpos de bovinos expuestos a la
rickettsia, también se expresa en garrapatas infectadas, 10
que sirve para diagnostico en bovinos y vectores (46). Dada
su amplia presencia en todos los aislados hasta ahora
estudiados (47), se ha usado con éxito en ensayos
diagnosticos en diferentes partes del mundo (48, 49, 50).

[11. Mecanismos de inmunidad

1. Resistencia natural

La resistencia de los animales a |a anaplasmosis como en otras
enfermedades se puede clasificar como resistencia natural, que a
su vez puede ser dependiente del sexo, de la edad o adn de la
raza, y como resistencia inducida o inmunidad adquirida. Dentro
de estos procesos de resistencia natural que se han observado
contra la anaplasmosis, el que ha sido documentado, es el de la
resistencia natural a la presentacion de signos clinicos en
animales menores de 18 meses (51, 52). De la misma forma se
considera que a menor edad la presentacion del cuadro clinico
serd mas leve o adn, inconspicuo, sin embargo estos animales no
son refractarios ala infeccion, lo que se ha probado mediante el
ensayo de la reaccion en cadena de la polimerasa, con la que se
ha demostrado contundentemente que animales menores de 3
meses son portadores de la rickettsia ain cuando no presentan
signos clinicos (22). Los mecanismos que evitan la presentacion
de los signos clinicos se desconocen ya que aun cuando se ha
propuesto la mediacion de factores solubles derivados de células
T de terneras infectadas, estos factores no pudieron ser
caracterizados en detalle (53). Mas recientemente se postulé que
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la ausencia de células T (linfocitos cooperadores CD4 + ) de
bazo, ganglios linféticos y sangre aunada a la timectomia,
podria abrogar esta resistencia, sin embargo animales con estas
caracteristicas no presentaron signos clinicos cuando fueron
infectados en forma experimental, sin embargo se pudo
observar una rickettsemia transitoria junto con alteracién en los
valores de hematdcrito (Valdez y col., 2002) (54). Estos
resultados no eliminan la posibilidad de que otros mecanismos
celulares no caracterizados, puedan contribuir a la inhibicion de
la presentacion de los signos, como se ha observado para
babesiosis, donde la rapida estimulacion de interleucina (IL) 12,
interferon g y produccion de acido nitrico en el higado
contribuyen a la resistencia a la presentacion de signos clinicos
aun cuando tampoco se evita la infeccién (55). Fendmenos de
resistencia relativos a la raza de los animales se han reportado,
mas bien en términos de especie, es decir en animales Bos
taurus (bovinos tipo europeo) o Bosindicus (tipo cebuino). A
este respecto, tradicionalmente se ha considerado que animales
cebuinos puros y sus cruzas hasta en 3/4 partes sangre cebd, son
mas resistentes ala infeccion por anaplasmosis (56), pero este
fendmeno no ha sido demostrado concluyentemente por otros
trabajos (19, 57), aunque si se ha confirmado que los bovinos
Bos indicus son mas resistentes a la infestacion por garrapatas, lo
que da la impresién de resistencia a anaplasmosis. La
resistencia en relacion al sexo se ha reportado mas en virtud del
daino que la enfermedad ocasiona en sementales los cuales
pierden su capacidad para reproducirse, que en términos de
verdadera resistencia de un sexo sobre otro a la anaplasmosis.

2. Mecanismos de inmunidad adquirida

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

El proceso de infeccion por Anaplasma marginale en el
bovino, comienza cuando los cuerpos iniciales de la rickettsia
son inyectados por la garrapata a partir de formas que se alojan
en las glandulas salivales (58), estas formas infectan al eritrocito
sano, célula que carece de nacleo y de receptores
correspondientes al complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH), hecho que las hace inmune a la accién de linfocitos
citotéxicos CMH de clase | oclase |l.

El proceso de invasion del cuerpo inicial es mediado por las
proteinas de superficie MSPla y MSP1b, que fungen como
adhesinas (28, 29, 30). 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 (30),
mas aun, esta misma proteina parece tener un papel relevante en
la transmision de ciertos aislados de la rickettsia a través de
garrapatas (59).

Una vez en el interior del eritrocito, la rickettsia se multiplica
por biparticion hasta alcanzar un numero entre 2 y 7 cuerpos
iniciales, que se agrupan en un una forma de mayor tamafio
conocida como cuerpo de inclusion (4). Posteriormente este
cuerpo de inclusion libera los cuerpos iniciales que se
multiplican secuencialmente en otros eritrocitos y se li beran
sucesivamente hasta alcanzar porcentajes de infeccion altos. Los
eritrocitos no son destruidos por la penetracion o por la
liberacion de los cuerpos iniciales de la rickettsia. Tedricamente
se espera que las modificaciones ocasionadas por la invasion del
cuerpo inicial y su
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replicacion, induzca que los eritrocitos sean reconocidos por los
macrofagos de los tegjidos reticulares y de los sinusoides vasculares
presentes en la pulpa roja del bazo. Lniciamente los mecanismos
de captura son ineficaces por parte de los macréfagos, la actividad
Optima se presenta hasta que se alcanzan concentraciones dtas de
eritrocitos infectados. La fagocitosis no especifica ha sido
demostrada en e bazo y puede explicar la esplenomegalia presente
en las infecciones (60, 61, 62).

Unavez fagocitado €l eritrocito infectado se inicia el procesamiento
antigénico, e cual incluye la desnaturalizacion y la digestion parcial
de las proteinas del Anaplasma (63), de tal manera que las proteinas
se rompen en péptidos cortos. Posteriormente un nimero limitado
de péptidos se relaciona de modo no covalente con las proteinas del
CMH de clase Il, los péptidos se transportan a la superficie del
macrofago donde pueden ser detectados por células T cooperadoras
CD4+ (Th CDA4+). La activaciéon de la célula Th CD4+ ocurre
cuando se presentan dos sefides, siendo la primera la union del
receptor del antigeno de la célula Th CD4+ a complejo antigénico
péptido-CMH en la superficie del macréfago, y la segunda dada por
otra proteina diferente transmisora de la sefiadla cual debe tener
contacto con la célula Th CD4+ en la superficie del macréfago. Al
presentarse las dos sefiales, se induce en la cdula Th CD4+ la
produccion de la interleucina 2 (IL 2) y la expresion de sus
respectivos receptores en la superficie del propio linfocito Th CD4
+; esta citosina es un factor mitdgeno muy potente para los
linfocitos Th, necesario para la proliferacion de las células Th CD4+
activadas. La IL 2 tiene una semidesintegracion muy corta fuera de
la célula, razén por la cua solo actda en la inmediacion de las
céulas que la secretan (64). El contacto entre el macréfago y el
linfocito Th CD4+ estimula también a primero para liberar la
interleucina 1 (IL 1), que acttia sobre €l propio
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macréfago para expresar las proteinas de CMH de clase Il, asi
como varias moléculas adhesivas que refuerzan la fijacion con
la célula Th CD4+ y aumenta la presentacion de antigeno.
Asimismo la IL 1 estimula a la célula Th CD4 + para la
secrecion de una mayor cantidad de IL 2 y para la expresion de
Su respectivo receptor, de esta manera se potencializa la
respuesta proliferativa de las células T. Los macréfagos
producen mayor cantidad de IL 1 Y en menor cantidad una
citocina mas como es el factor de necrosis tumoral, que pueden
presentar sinergia con lalL-I (53, 60, 61, 65, 66).

Las células T cooperadoras que participan en la respuesta
inmune incluyen células Thl, especializadas en la produccion de
IL 2 e interferon gamma, que estimulan la sintesis de IgM e
IgG2 por las células B y activan a los macrofagos (67), sin
embargo también se presenta una respuesta de células Th2 que
secretan IL 4, IL6 e ILIO, citocinas que estimulan también
células B pero hacia la produccion de 1gG 1. Las células B se
pueden activar al reconocer a un inmundgeno en su forma libre
y no transformada, este reconocimiento 10 realizan a través de
sus receptores de antigeno o anticuerpos de superficie (63). Las
células Th CD4+, tienen un radio de accion muy corto y activan
alas células B através de laIL2, o através de contacto directo,
por medio de sus proteinas de superficie. La combinacién de
fijacion de antigeno y los facto res cooperadores producen
sefiales mitdégenas mas fuertes que cada estimulo por separado,
de esta manera se multiplican los clones especificos a un
antigeno dado (61, 66). Estudios acerca de las diferentes
capacidades de los isotipos de las inmunoglobulinas G del
bovino indican que 1gG2 a diferencia de IgG 1, esta relacionada
con la resolucion de procesos infecciosos (68, 69), capacidad
gue se ha confirmado en el caso de anaplasmosis bovina ya que
estos anticuerpos de animales inmunes son capaces de
opsonizar eritrocitos
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infectados y ser mas rapidamente fagocitados (70), a diferencia
de 1gG 1 que no es capaz de mediar la fagocitosis por neutrofilos
0 monocitos (69). La importancia de la 1gG2 en los procesos de
inmunidad contra anaplasmosis se ha comprobado

recientemente, ya que animales vacunados con extractos de
membranas de la rickettsia, presentan una respuesta de 1gG2

pero no de IgG 1 en los animales protegidos contra el desafio
homologo (63), 10 que también sucede al vacunar animales con
cuerpos iniciales purificados de la rickettsia y desafiados en
forma heter6loga (Rodriguez y col. datos no publicados). Los
antigenos responsables de esta estimulaciéon han sido

parcialmente definidos y entre ellos se encuentra principal mente
la MSP2, la MSP3 (que comparte secuencias con MSP2) y otros
antigenos no especificados (71). En estudios recientes en nuestro
laboratorio, se han observado una serie de 10 antigenos que van
de 32 A 209 kDa, y al desafio se presentan antigenos de van

desde 25 hasta 209 con incremento en la intensidad en particular
en las bandas de 39, 50, 68, 81 y 91 kDa, siendo reconocido de
novo el de 25 kDa (Barigye y col., datos no publicados). La

importancia de esos antigenos dentro de la respuesta inmune

contra anaplasmosis esta siendo estudiada en México en los
laboratorios del INIFAP.

La opsonizacién aumenta la eficiencia de los macréfagos
y hay una exacerbacion en la respuesta de células T CD4+ (70,
71). A pesar de estas respuestas, una cuarta parte de los animales
susceptibles no alcanzan a montar la respuesta inmune necesaria
para controlar la infeccion y mueren.

Se ha observado reiteradamente que la destruccion de
eritrocitos totales es mayor a porcentaje de eritrocitos
infectados; este hecho se ha explicado como parte de un
fendOmeno autoinmune; sin embargo, en afios recientes se ha
discutido la
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posibilidad de que algunos factores que intervienen en la respuesta
inmune también participen en un proceso patolégico. Este es €
caso del Oxido nitrico que liberan los macréfagos
extracelularmente. En Plasmodium falciparum y Babesia bovis se
ha observado que € estimulo antigénico alas células T puede
propiciar que los macréfagos liberen oxido nitrico e cua seria
responsable de bs severos dafios presentes en ambas infecciones
(72, (73), esto también esta respaldado por € hecho de que en la
anaplasmosis bovina, el uso de un inhibidor de la sintesis del oxido
nitrico, a parecer mejora el curso de la enfermedad (74). De ser
cierto esto, la liberacion de oxido nitrico extracelularmente, por
parte de los macrofagos del bazo, podria contribuir en forma
importante ala destruccion de eritrocitos sanos (60, 70, 71, 75).

3. Anaplasmosis cronica

Los animales sobrevivientes alainfeccion inicial se convierten en
los principales portadores de la rickettsia; este fendmeno esta bien
documentado. Una vez resuelta la rickettsemia inicial, se detectan
altos niveles de anticuerpos especificos para variantes de laMSP-2 y
MSP-3 (36, 76). Existen dos variantes de MSP2 que se expresan
también en las glandulas salivales de las garrapatas SVG 1y SVG 2
(38, 39), sin embargo, posterior a este evento y a 10 largo de ciclos
de aproximadamente 6 semanas, surgen pequefios incrementos en €l
nimero de rickettsias circulantes que corresponden ala presencia de
2 a 3 variantes antigénicas de MSP2 (37), alas que se les atribuye la
capacidad para evadir el sistema inmune. Una semana posterior al.
surgimiento de estas variantes, se presenta un nuevo pico de
anticuerpos especificos para cada variante (77), y esta es muy
probablemente la causa, por la que hayan fallado los experimentos
encaminados a verificar la capacidad protectora del suero inmune de
animales hiperinmunes (78).
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V. Inmunopr ofilaxis

1. Premunizacion

En México y en muchos otros paises incluyendo a los Estados
Unidos, no existen alternativas comerciales para el control de la
enfermedad (79), por lo que se contindia con préacticas empiricas
para la protecciéon del ganado. Una de las mas comunmente
usadas es la premunizacion que se explica como el uso de sangre
infectada proveniente de animales portadores o animales con
infeccion aguda, para exponer a animales sanos. Sin embargo,
este método se sigue aplicando a pesar de que existen datos que
indican que los animales portadores presentan ciclos de
rickettsemia aproximadamente cada 6 semanas (37). Esta préctica
conlleva el riesgo de que la sangre no contenga el numero
adecuado de eritrocitos infectados para establecer la infeccion en
los animales "vacunados', particularmente cuando la cantidad de
sangre transferida es muy pequefia (80); ademas, el periodo para
mostrar la infeccion puede ser tan largo que los animales son
dejados a su suerte para sufrir la infeccién, en ausencia de
monitoreo; por otro lado, cuando la sangre proviene de animales
con un cuadro clinico agudo, la infeccion puede ser tan intensa y
en un periodo tan corto, que en ausencia de monitoreo adecuado
los animales pueden morir de una infeccion hiperaguda (6,81).
Existe ademas de estos riesgos, la posibilidad de transmitir otros
agentes patdgenos en la sangre infectada, 10 que puede conducir a
desastres econémicos y sanitarios (82).

2. Vacunas atenuadas

La vacunacion contra anaplasmosis también contempla el uso
de cepas vivas atenuadas sean de A. marginale como las que se
han preparado al pasar una cepa de A. marginale en ovinos (83,
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84), o ain en venados (85), o especies diferentes como A. centrale,
considerada como de menor virulencia (86). Sin embargo estas
vacunas a partir de cepas atenuadas, pueden ocasionar la enfermedad
en animales adultos (87, 88), o en € caso particular de A. centrale
Ccomo agente exético, ro esta permitido su usoen México (89). Mas
aln, la vacunacion con este tipo de cepas, particularmente las de A.
centrale, aunque ha sido muy exitosa, dependera en gran medida de
una supervision gubernamental estricta (88,90). El uso de agentes
vivos conlleva también el riesgo de transmision de otros patdgenos
que pueden traer graves @nsecuencias a programas de oontrol y/o
erradicacion a nivel naciona (82).

3. Vacunas inactivadas

Por otro lado ya desde hace muchos afios, se ha intentado la
inmunizacion con preparados inactivados derivados de sangre
infectada o con sangre infectada adicionada con un adyuvante a desde
mediados de siglo se registran los primeros esfuerzos por usar agentes
inactivados para la prevencion de la anaplasmosis (83,85,91) habiendo
tenido éxito parcial, ya que la mayor de esos productos inducia una
proteccion limitada a aislado con la que se produjo € inmundgeno y
de poca importancia contra aislados heterdlogos, ademas de inducir la
produccién de isoanticuerpos contra grupos sanguineos de los
animales vacunados, Con la consecuente presentacion de los de
isoeritrolisis neonatal en los terneros de madres vacunadas (92, 9).

Estudios con cuerpos iniciales practicamente puros han
mostrado que es posible la proteccion contra desafios homélogos
(94), y heterélogos, cuando se usan los cuerpos iniciales
inactivados de la rickettsia y un adyuvante comercial (95, 96,
97) sin embargo, vacunas extranjeras que se han probado para su
registro en México, no protegieron adecuadamente a desafios



CIENCIA VETERINARIA 9-2003-4 141

heterélogos contra aislados Mexicanos (89, 98). En México los
estudios con cuerpos iniciales de cepas mexicanas, muestran la
posibilidad de inducir proteccién en animales mayores a un afio en
forma lomodloga contra la enfermedad (94). no se tiene claro si
este inmundgeno sera de uso nacional, o restringido a zonas
endémicas delimitadas de donde provengan aislados con los que
se elabore el inmunogeno especifico.

4. Desarrollo de un inmundgeno mexicano

En los estudios reportados a continuacion se usaron cepas de A.
marginale de origen mexicano previamente caracterizadas de
acuerdo a su virulencia en animales susceptibles (99, 100), y de las
gue se purificaron los cuerpos iniciales, obtenidos por lisis
mediante ondas de ultrasonidos y centrifugacion diferencial lo que
permite eliminar en alto porcentaje la contaminacion con detritos
del eritrocito (101). Esta plenamente documentado que la
proteccion inducida por la inoculacion con un aislado protege
adecuadamente al desafio homdlogo, pero en forma limitada o
nula contra el desafio heterélogo (87), de la misma forma que
vacunas inactivadas tampoco protegen completamente contra
desafios heter6logos (89, 98). De esta forma en un primer trabajo
se ensayO un inmunégeno compuesto de cuerpos iniciales de tres
aislados mexicanos para definir la posibilidad de proteger en
forma amplia contra la gama de aislados presentes en nuestro pais,
los aislados usados provinieron del sureste (Yucatan), y dos del
centro del pais (estados de México y Morelos). Los cuerpos
iniciales se mezclaron con un adyuvante comercia (trehalosa
dicorinomicolato; STDCM® en aceite Drake0l 6 VR®; Ribi
ImmunoChem Research Inc., Hamilton Montana, EE.UU. Donado
amablemente por el Dr. Terry Ulrich), y se inocularon 3 grupos de
5 animales cada uno; otros tres grupos
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pareados sirvieron como testigos que recibieron solamente un
placebo. Para el desafio, los animales de los grupos vacunados
y testigos recibieron paralelamente una dosis de 1 x 108
eritrocitos infectados de una de las cepas usadas como
inmundgeno experimental. Los resultados de este experimento
aunque no fueron concluyentes, mostraron que la
inmunizacion de animales susceptibles usando cuerpos
iniciales, indujo inicialmente un retraso y menor intensidad en
la presentacién de los signos clinicos, 10 que se traduce en
proteccion especifica contra dos de los aislados usados en la
vacuna como sigue: los animales vacunados y confrontados
con la cepa MEX-17, presentaron rickettsemias maximas de
5%, mientras que los animales testigos presentaron
rickettsemias que variaron entre 10 y 20, de la misma forma,
se observd una mayor pérdida en el volumen celular
aglomerado (VCA) de los animales testigos (figura 2, panel
inferior). Tres de los animales testigos tuvieron que ser
tratados para evitar la muerte. Para esta cepa se determind un
100% de proteccion. Al desafio de los animales con la cepa
MEX-15, se observd que los signos clinicos fueron tipicos en
todos los animales testigos y todos ellos tuvieron que ser
tratados, a pesar de 10 cual murié uno de ellos. En el caso de
los animales vacunados, todos los animales presentaron signos
clinicos y dos de ellos se trataron para controlar la
enfermedad, sin embargo uno de ellos murié. A pesar de esto,
en los promedios observados para el VCA existieron
diferencias significativas entre los vacunados y los testigos
(figura 2). Por otro lado, la confrontacion con la cepa MEX-31
no indujo el cuadro clinico en ninguno de los animales por o
que no se pudo comprobar la proteccion. Estos resultados
corroboran experiencias reportad as en Venezuela (95, 96, 97),
y sirvieron como base para determinar que bajo las
condiciones usadas, la proteccion es posible usando cepas
mexicanas.
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Fig. 2. Promedios por grupo del volumen celular aglomerado (VCA) de los
animales vacunados y controles. Grupos 1 y 4 se desafiaron con cepa
México; grupos 2 y 5 con cepa Morelos, grupos 3y 6 con cepa Y ucatan. El
panel superior muestra los grupos vacunados con e inmundgeno
experimental, el panel inferior muestra los grupos testigos.

En un experimento subsiguiente, se ensayaron dosis crecientes del
inmundégeno para determinar si existia una dsis Optima que indujera
una proteccién mas solida al desafio homdlogo. Tres dosis crecientes
con incrementos del 100% de cuerpos iniciales de cada aislado en
cada una, mezclados con el mismo adyuvante, se inyectaron via
subcuténea a grupos de 5 animales, un grupo pareado



144 ANAPLASMOSIS: INMUNOLOGIA EINMUNOPROFILAXIS

permanecié como testigos no vacunados. Los grupos vacunados
recibieron e inmundgeno en un calendario semejante a anterior y
todos los grupos se confrontaron con la cepa MEX-15. Los
resultados de estos experimentos mostraron gque excepto por un
individuo, los animales vacunados con cualquiera de las dosis
usadas, presentaron un cuadro sub-clinico que fue casi inadvertido
ala confrontacion con la cepa MEX-15. La figura 3A muestra la
cinéticadel VCA donde se aprecia como, a pesar de que se presenta
un decremento en este parametro en los grupos vacunados, este
decremento es de menor intensidad y estadisticamente diferente (p<
0.05) a observado en e grupo testigo. AsSimismo, es
estadisticamente significativa (p< 0.01) la diferencia entre la
rickettsemias (figura 3B) observadas para los grupos vacunados en
los cuales el promedio mas ato fue menor a 5%, comparado contra
una media superior a 25% para los testigos. De los animales
vacunados solo el que murid, presento fiebre de 40° C por varios
dias, mientras que en los testigos todos presentaron fiebre y también
un animal murid. Los resultados mostraron también gue la vacuna
es capaz de inducir anticuerpos especificos a ensayar los sueros de
los animales contra antigeno de la cepa Mex-31. La induccion de
estos anticuerpos fue detectable 10 dias posteriores a la primera
vacunacion, con un incremento notable coincidente con la segunda
vacunacion, que alcanz6 su maximo (D.O. 1) alrededor de los 40
dias pos- vacunacion, comenzando a disminuir alrededor del dia 60
pos-vacunacion para estabilizarse 20 dias después en 0.4. Al
desafio, se observa que estos anticuerpos tienen un incremento
notable para e dia 10 pos-desafio. La vacunacién de estos animales
no previene que los animales dejen de ganar peso durante e cuadro
desarrollado por la confrontacion, sin embargo s evita que la
pérdida de éste sea significativa como se observa en la figura 3C.
En este experimento, se observd que sin tomar en cuenta la muerte
del animal del grupo Il, los animales perdieron 12.8 + 9.0 kg
durante el periodo critico, comparado con los animales testigos que
sufrieron una pérdida promedio de 353 + 10.7 kg que fue
estadisticamente diferente (p < 0.01) de la primera (94).
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Fig. 3. Pardmetros criticos pos-desafio. Bovinos vacunados con dosis
crecientes con un inmundgeno inactivado de cuerpos inicidles de A.
marginale, dosis baja (grupo 1), media (grupo 1), dosis alta (grupo I11) y
controles no vacunados (grupo V). Los animales en todos los grupos se
desafiaron con una dosis de 1 x 108 eritrocitos infectados de una
rickettsemia ascendente de la cepa MEX-15. A: volumen celular
aglomerado por grupo; B: porcentaje de eritrocitos infectados por grupo y
C: peso en Kg por grupo.
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5. Vacunas recombinantes

El enorme avance en el conocimiento de la respuesta inmune
del bovino hacia esta rickettsia, el minucioso andlisis de las
proteinas de superficie de la rickettsia hasta ahora conocidas y
el uso de preparados inactivados, han mostrado que es posible
inducir proteccion en animales susceptibles, sin embargo no hay
todavia una vacuna recombinante que induzca una proteccion
solida y de larga duracion. Entre las proteinas de superficie ya
caracterizadas, se mencionan como candidatos el complejo
MSP1, proteina que varia entre aislados, aunque en si no
presenta variacion (mutacién) durante los ciclos de rickettsemia
en animales infectados o en garrapatas infectadas (102) y que
ademas presenta mucha semejanza entre grupos geograficos de
cepas de la rickettsia (103, 104). De este complejo MSP1a, se
presenta como la mas importante porgque posee epitopos de tipo
Thl que estan presentes en la secuencia carboxi-terminal
conservada en varios aislados (105), deseables en una vacuna
recombinante, aunque la vacunacion con esta proteina en forma
de acido deoxirribonucleico, favorece preferiblemente una
respuesta de tipo Th2 asociada a una repuesta de 1gG1 (106).
Un segundo candidato es la MSP2, que a pesar de ser altamente
variable durante los ciclos de rickettsemia observados en
animales portadores (36, 38, 107), también posee varios
epitopos tipo Th en secuencias conservadas en varios aislados
de A. marginale y A. centrale (63, 71, 108, 109) y de la cual se
ha contemplado solicitar una patente para la elaboracion de una
vacuna (Palmer, comunicacion personal). Otras proteinas
(MSP3 y MSP4 y MSP5) no han presentado gran potencial mas
alla de servir como elementos diagndsticos (47, 48, 50, 109).
Anaplasma marginale, rickettsias y ehrlichias en general,
representan entonces un reto para microbiologos e inmundlogos
por igual, en virtud de la gran capacidad que tienen para evadir
el sistema
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inmune de los bovinos y de los hospederos. Otras proteinas de
superficie de la rickettsia que han estimulado la respuesta tipo
Thl/1gG2 no han sido caracterizadas (71) o estan en proceso de
ser caracterizadas (Rodriguez, datos no publicados), ademas, el
uso de IL-12 también favorece la induccion de una respuesta de
este tipo (110), asi todo esto indica que hacen falta estudios
dirigidos a experimentar combinaciones de proteinas, las ya
conocidas y otras por conocer, mezcladas con adyuvantes que
estimulen preferiblemente una respuesta de tipo Thl/IgG2 con la
consecuente secrecion de IFNyy TNF a

V. Conclusiones

La anaplasmosis bovina es una infeccién intracelular. A la
fecha se ha demostrado la participacion de mecanismos que

pertenecen a la inmunidad celular y humoral, que trabajan en

forma coordinada y sus estimulos determinan el control de la
infeccion. Durante la infeccion, intervienen varias proteinas de
superficie de Anaplasma marginale. Es notoria la participacion
de los macréfagos como células fagocitarias y como células

presentadoras de antigenos; asimismo, es muy importante la
participacion de los linfocitos cooperadores Thl CD4+. Las
principales citocinas que intervienen en la respuesta inmune son
la interleucina-2, IFNy, interleucina-1 y el TNFa. Por parte de
las inmunoglobulinas, se ha asociado a la IgG2 con la
inmunoproteccién, debido a la opsonizacion de los eritrocitos
infectados y de los cuerpos iniciales libres de la rickettsia. El

oxido nitrico posiblemente participa también como parte de un
proceso patolégico, al liberarse extracelularmente en el bazo.
Existe un mayor numero de factores que intervienen en la
relacién hospedero-parasito que en un futuro se esclareceran.

Las herramientas moleculares han ayudado a explicar todo este
proceso y con mucha certidumbre se podréa contar algun dia,
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con una vacuna nativa o recombinate, sin embargo, a la fecha no se
ha seleccionado la fraccion idonea que confiera proteccion ante
desafios heterdlogos, razén por la cual, para controlar en este
momento la infeccidn en animales susceptibles introducidos a zonas
endémicas, es necesario € desarrollo de vacunas regionaes, asi
como evaluar otras proteinas de superficie de larickettsia
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