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Abstract
The present work was designed to evaluate the virulence of Mexican Anaplasma marginale

isolates MEX-15-099 (MEX15) and MEX-31-096 (MEX31). Two groups of four steers were inoculated
with a dose of 1 × 106 infected erythrocytes of either of the isolates per animal. Experimental animals
were monitored for 65 days from the inoculation date. Rectal temperature, packed cell volume (PCV),
rickettsemia (PIE) and presence of specific antibodies detected by the ELISA were registered. MEX15-
infected steers reached maximal rickettsemia between 8.8 y 34.7%, while MEX31 steers only maximal
values between 0.1 and 16.3%. Only MEX15 steers suffered fever > 40ºC coincidental with the
amplification of the rickettsemia. A PCV loss of 68.2 ± 8.9% was registered for the MEX15 steers, which
was statistically different (p< 0.05) to the 50.1 ± 8.9% loss registered for the MEX31 steers. Except for
one MEX31 animal, all other animals developed O.D. readings between 0.355 and 0.829. Only the
MEX15-infected animals presented clinical signs of anaplasmosis, whereas only one of the infected with
the MEX31 isolate did. Under the conditions of this study, isolate MEX15 appeared more virulent than
isolate MEX31.
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Resumen
En el presente trabajo se evaluó la virulencia de los aislados MEX-15-099 (MEX15) y MEX-31-

096 (MEX31) de Anaplasma marginale. Dos grupos de cuatro bovinos susceptibles, fueron inoculados
con una dosis de 1 × 106 eritrocitos infectados por bovino. La temperatura rectal, el volumen celular
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aglomerado (VCA), la rickettsemia y la presencia de anticuerpos específicos se registraron durante el
periodo experimental de 65 días. Los animales del grupo MEX15 alcanzaron un máximo PEI entre 8.8% y
34.7%; en contraparte, en los animales del grupo MEX31 se observaron valores máximos en el PEI entre
0.1% y 16.3%. Sólo los bovinos del grupo MEX15 presentaron fiebre >40ºC, coincidente con la
amplificación de la rickettsia. Se registró una pérdida media del VCA de 68.2 ± 8.9% en los animales
inoculados con MEX15 y de 50.1 ± 8.9% en los inoculados con MEX31, esta diferencia fue significativa
entre los grupos (P<0.05). Excepto por un animal infectado con MEX31, todos desarrollaron valores de
DO entre 0.355 y 0.829. Todos los animales infectados con MEX15 desarrollaron anaplasmosis clínica,
mientras que sólo uno de los infectados lo fue con el aislado MEX31. Las observaciones anteriores
muestran una mayor virulencia para el aislado MEX15.
Palabras clave: ANAPLASMA MARGINALE; VIRULENCIA, BOVINOS.

La anaplasmosis bovina, causada por rickettsias intraeritrocíticas del género Anaplasma, es una
enfermedad infecciosa ampliamente distribuida que ocasiona grandes pérdidas económicas en países en
desarrollo1. En México, la enfermedad es producida por A. marginale, la especie más dañina del mismo
género2 a la que se le responsabiliza por el 26% de la mortalidad total de bovinos dentro de los programas
de mejoramiento genético de hatos nativos de baja producción3. La anaplasmosis puede presentarse en
cuadros clínicos hiperagudos, con muerte súbita en ausencia de signos clínicos, cuadros agudos o
crónicos, con un serio retraso del crecimiento en animales jóvenes y en muchos casos se pueden observar
abortos4. Las variaciones en la virulencia de aislados de diferentes regiones geográficas5-7 se han asociado
a diferencias estructurales de las proteínas del microorganismo8. Sin embargo, los análisis de A. marginale
publicados hasta el momento contemplan características biológicas, inmunoquímicas, o moleculares en
forma aislada y no en forma sistemática.9,10 De esta forma, existe una urgente necesidad de tipificar la
variabilidad que se presenta tanto en la virulencia como en el perfil molecular de cepas del
microorganismo de regiones geográficas diferentes. En el presente trabajo se evalúan los cambios en los
parámetros hematológicos, fisiológicos e inmunológicos de bovinos susceptibles infectados con dos
aislados de A. marginale recuperados de regiones geográficas diferentes de México. Asimismo, los
resultados se comparan con los publicados para otros aislados, tanto mexicanos como de otras partes del
mundo,6,7,9-11 para determinar si esta variabilidad se presenta también en los aislados mexicanos
previamente publicados.

Los aislados evaluados se designaron de acuerdo a la nomenclatura del Instituto Nacional de
Estadística, Geografía e Informática (INEGI), para los estados y municipios donde fueron obtenidos por
primera vez. El aislado MEX-15-099 (MEX15), recuperado de un brote agudo en un lote de acopio en el
municipio de Texcoco, Estado de México, México, ha permanecido mayormente en criopreservación (-
196ºC) con no más de 3 pases en terneros esplenectomizados para su mantenimiento. El aislado MEX-31-
096 (MEX31)* fue recuperado de un animal portador asintomático del municipio de Tizimín, Yucatán,
México, y ha sido pasado en numerosas ocasiones en bovinos esplenectomizados e intactos.**

Para evaluar los aislados se usaron 12 bovinos Bos taurus en crecimiento, de aproximadamente 18
meses de edad y de 160 kg de peso, clínicamente sanos y libres de anticuerpos contra A. marginale,
Babesia spp y negativos a las pruebas oficiales a brucelosis y tuberculosis. Los animales se mantuvieron
en los corrales del Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias en Parasitología Veterinaria en
Jiutepec, Morelos, México, y recibieron agua y alimento ad libitum.
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Cada aislado se reactivó de la criopreservación mediante descongelación rápida a 37ºC e
inoculación intravenosa consecutiva en 2 bovinos esplenectomizados e inmunodeprimidos con
dexametasona* a la dosis terapéutica (6 mgkg-1 peso vivo).

Del segundo bovino de cada serie se tomó sangre infectada y se transfirió una dosis de 1 × 106

eritrocitos infectados (ei) a cada uno de 4 bovinos intactos, que no recibieron medicamento alguno durante
65 días de la evaluación, dejando que el cuadro clínico se resolviese en forma natural con la muerte o la
recuperación. Cada 48 horas se determinó la temperatura rectal y se tomaron muestras de sangre caudal en
tubos al vacío con o sin EDTA (Vacutainer®**) para a) medir el volumen celular aglomerado (VCA) por
la técnica de microhematocrito; b) determinar la presencia de la rickettsia y c) cuantificar el porcentaje de
eritrocitos infectados (PEI) en laminillas de sangre teñidas con colorante de Giemsa. Los muestreos se
hicieron cada 24 horas desde el momento de la detección de la rickettsia por microscopía óptica.

También se procesaron muestras de suero por el ELISA para determinar la presencia de
anticuerpos específicos.3,12 Antígeno de la cepa MEX31se mezcló en volúmenes iguales con dodecilo
sulfato de sodio al 0.1%, se incubó por 30 minutos a temperatura ambiente y se diluyó a una
concentración final 1:200; los sueros problema se diluyeron 1:100, y la reacción se detectó con una
antiinmunoglobulina G bovina (molécula completa) conjugada a la enzima fosfatasa alcalina. Los valores
se expresaron en unidades de densidad óptica (DO). Las medias de las variables se analizaron mediante la
prueba “t” de Student y en donde se encontraron diferencias, éstas se corroboraron con la prueba no
paramétrica  “U” de Mann Whitney.13

Las variaciones de rickettsemia, VCA y la cinética de anticuerpos a lo largo del periodo
experimental para los animales infectados con el aislado MEX15 y MEX31 se muestran en las Figuras 1A
y 1B, respectivamente. El periodo de prepatencia fue similar entre los animales de ambos grupos
(MEX15: 18 + 7.3 y MEX31: 12.5 + 1.9 días posinoculación [d.pi.]). Las medias de los valores del PEI
más altos fueron de 23.1 ± 11.4 y de 8.5 ± 7.3 para los animales infectados con los aislados MEX-15 y
MEX-31, respectivamente; diferencia que no fue estadísticamente significativa (P<0.05). Los cuatro
bovinos del grupo MEX15 presentaron fiebre > 40ºC un promedio de 5.2 ± 3.3 días y desarrollaron signos
clínicos de anaplasmosis aguda (depresión, anorexia temporal, recumbencia y palidez de mucosas); en
contraparte, ninguno de los bovinos del grupo MEX31 presentó fiebre, a pesar de que uno de ellos sí
mostró signos clínicos, coincidentes con los valores máximos del PEI y mínimos de VCA.

El promedio inicial del VCA fue semejante estadísticamente para ambos grupos (MEX15: 32 +
1.7 y MEX31: 31 + 3.8%) y fue considerado normal. El máximo decremento del VCA para el grupo
MEX15 fue de 68.2 ± 8.9%, significativamente mayor (P<0.05) que 50.1 ± 8.9%, del grupo MEX31. Los
valores iniciales de DO al ELISA fueron negativos para ambos grupos (MEX15: 0.092 ± 0.023 y MEX31:
0.055 ± 0.044 y se consideraron como positivos entre los 28 y 37 d.pi. para el grupo MEX15 y entre los 32
y 34 d.pi. y para el grupo MEX31; estos periodos coincidieron con el inicio de la rickettsemia para ambos
aislados (Figuras 1A y 1B). Un bovino infectado con la cepa MEX31 presentó un PEI < 1 y valores
negativos (D.O ≤ 0.113) al ELISA durante de todo el periodo experimental.

Los presentes resultados muestran coincidencias y diferencias en algunos de los parámetros que
reflejan la virulencia de los aislados estudiados. El periodo de incubación para ambas cepas fue
relativamente largo, ya que aun cuando la rickettsia fue detectada al microscopio tempranamente (11-18
d.pi.) en la mayoría de los animales de los dos grupos, ésta no fue constante ni se incrementó desde ese
momento (Figuras 1A y 1B) como se ha observado en otros estudios.4--7, 11 La diferencia en la duración del
periodo de incubación, relativa a publicaciones anteriores, no se puede explicar en función de la edad de
los animales o dosis usadas, ya que en esos trabajos se han usado animales de menor o de la misma edad
inoculados con dosis semejantes11 o mayores (1.5 × 108 ei).6 Tampoco se pueden explicar en términos de

                                                                
* Azium®, amablemente donado por el doctor Jorge Luengo Creel, Laboratorios Schering Plough de

México.
** Laboratorios Becton Dickinson de México.



4

la forma de activación de los organismos, ya que en otros trabajos se han usado esquemas semejantes al
usado aquí; es muy posible que se trate de una característica propia de estos aislados. Esta forma de
comportamiento del aislado MEX31 se ha observado también al reactivarla para la producción de antígeno
o para el desafío de animales vacunados.3

Asimismo, la intensidad de los signos clínicos fue proporcional a la de la rickettsemia y reducción
de VCA; sin embargo, este fenómeno no se observa siempre, pues aunque también se observó al evaluar el
aislado mexicano MEX17 del estado de Morelos,11 el aislado australiano GP indujo un cuadro de
anaplasmosis aguda, con menos de 10% de rickettsemia y 50% de reducción en el VCA.7 Se puede
asumir, con cierta seguridad, que las variaciones observadas en los parámetros estudiados no son un efecto
de la dosis a la que los aislados fueron inoculados, ya que el cuadro clínico inducido por el aislado GP a
diferentes dosis (1×106, 1×108 o 1×1010 ei) es muy semejante, con una consecuente reducción en el
periodo de la prepatencia,7 de la misma forma que el aislado MEX17, al ser usado como agente de
confrontación a una dosis de 1 × 108 ei, conserva este patrón de infección3 o los aislados cubanos (1N,
2VP Y 3FR) que indujeron cuadros clínicos diferentes cada uno.6

Consistente con lo publicado antes11 la temperatura rectal supera los 40ºC durante la presentación
del cuadro clínico sólo en algunos animales, por lo que el seguimiento de este parámetro no es útil para
predecir la aparición del cuadro clínico en anaplasmosis como se ha sugerido6. En contraparte, la
reducción del VCA, como se observó en trabajos anteriores11 y en el presente, se considera como el
indicador más confiable para prevenir la presentación del cuadro clínico agudo (Figuras 1A y B), por lo
que es altamente recomendable dar seguimiento a las variaciones del VCA en animales susceptibles
introducidos a zonas endémicas.

Es difícil comparar los presentes resultados en otros sentidos con los de trabajos que se han
enfocado en aspectos como la transmisibilidad por garrapatas9 o la caracterización mediante anticuerpos
monoclonales8 y policlonales.10, 14 El modelo de evaluación usado en el presente trabajo incluye un
prototipo de animal susceptible y una dosis determinada, de manera que futuros trabajos de
caracterización de aislados mexicanos de esta rickettsia sean comparables. La razón por la que el aislado
MEX31, estimado como “patógeno” se comportó casi avirulento se desconoce, aunque su manejo en
animales esplenectomizados y adultos intactos pudieron tener un efecto de atenuación, como en el caso de
Babesia bovis,15 o los pases en ovinos usados para otras cepas de A. marginale;16 alternativamente, la
patogenicidad puede ser una apreciación no fundamentada dada las enormes dosis inoculadas a bovinos
adultos para la producción de sangre infectada. Bajo las condiciones de este estudio, las observaciones
anteriores muestran una mayor virulencia para el aislado MEX15 que se puede considerar semejante a la
del aislado MEX-17, previamente evaluado.11
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Figura 1.

Infección experimental por A. marginale . Promedios por grupo por día del volumen celular aglomerado
(VCA), porcentaje de eritrocitos infectados (PEI) y densidad óptica (DO) de los animales infectados con:
A, aislado MEX-15-099 y B, aislado MEX-31-096. Los animales se infectaron con una dosis de 1 x 106

eritrocitos infectados y se permitió que la infección se resolviera sin quimioterapia.


