SECCION 3.4.

BOVIDAE

CAPITULO 3.4.1.

ANAPLASMOSIS BOVINA

RESUMEN

Definicion de la enfermedad: La anaplasmosis bovina estd causada por la infeccion por
Anaplasma marginale. Se conoce desde hace tiempo una segunda especie, A. centrale, que suele
causar infecciones benignas. Anaplasma marginale es responsable de casi todos los brotes de la
enfermedad clinica. A. phagocytophilum y A. bovis, que infectan al ganado vacuno, se han incluido
recientemente en el género, pero no se ha observado que causen enfermedad clinica. Este
microorganismo se adscribe al género Anaplasma, perteneciente a la familia Anaplasmataceae, del
orden Rickettsiales.

Descripcion de la enfermedad: Los signos caracteristicos de la anaplasmosis son la anemia, la
ictericia y la muerte subita. Otros signos son una pérdida rapida de la produccion de leche y del
peso, pero la enfermedad clinica solo se puede confirmar mediante identificacion del
microorganismo. Una vez infectado, el ganado puede permanecer toda la vida como portador, y la
identificacion de estos animales depende de la deteccion de anticuerpos especificos mediante
pruebas serolégicas, o del ADN de las rickettsias mediante técnicas de amplificacion. La
enfermedad suele transmitirse por garrapatas vector, pero también puede producirse una
transmisién mecanica por picadura de insectos o por agujas.

Identificacion del agente: El examen microscopico de frotis de sangre u 6rganos con tincion de
Giemsa es el método méas comun para identificar Anaplasma en animales con infeccion clinica. En
estos frotis, aparecen las bacterias A. marginale dentro de los eritrocitos como cuerpos densos y
redondeados de unos 0,3-1,0 um de diametro, situados en la zona marginal del eritrocito o en su
proximidad. Anaplasma centrale tiene un aspecto similar, pero la mayor parte de los
microorganismos se sitdan hacia el centro del eritrocito. Puede resultar dificil diferenciar entre A.
marginale y A. centrale en un frotis tefiido, sobre todo con bajos niveles de rickettsiemia. En
algunos paises existen tinciones comerciales que permiten una tincion muy rapida de Anaplasma.
Anaplasma phagocytophilum y A. bovis solo se pueden observar infectando granulocitos,
principalmente neutrdfilos.

Es importante que los frotis se preparen bien y estén exentos de material extrafio. Los frotis de
muestras de ganado vacuno vivo deben prepararse, preferiblemente, con sangre obtenida de la
vena yugular o de algun otro gran vaso. En el caso del diagndstico postmortem, los frotis deben
proceder de drganos internos (como el higado, el rifién, el corazén o los pulmones) y de la sangre
retenida en vasos periféricos. Esto (ltimo es particularmente deseable si el estado de
descomposicion, después de la muerte, es avanzado.

Pruebas serolégicas: Se ha demostrado que un enzimoinmunoanalisis de competicion (C-ELISA)
tiene buena sensibilidad en la deteccién de los animales portadores. La prueba de aglutinacion en
placa es la siguiente mas utilizada. La prueba de fijacion del complemento (CF) ya no se considera
fiable para la certificacion de animales individuales debido a lo variable de su sensibilidad. La
reaccion cruzada entre distintas especies del género Anaplasma puede complicar la interpretaciéon
de las pruebas seroldgicas. En general, el C-ELISA tiene la mayor especificidad, y solo se ha
descrito reactividad cruzada entre A. marginale, A. centrale, A. phagocytophilum y Ehrlichia spp.
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Como alternativa, una prueba fiable que se utiliza en muchos laboratorios y que puede prepararse
in situ para el diagndstico sistematico de la anaplasmosis es un ELISA indirecto empleando la CF
con modificaciones.

Se han utilizado pruebas basadas en el acido nucleico de modo experimental, que son capaces
de detectar la presencia de una infeccion moderada en el ganado vacuno portador y en las
garrapatas que actllan como vectores. Se necesita una reaccién anidada para identificar los
portadores de bajo nivel utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) convencional y
puede tener lugar una amplificacién inespecifica. Recientemente, se han descrito PCR en tiempo
real con una sensibilidad analitica equivalente a la PCR convencional anidada.

Requisitos para las vacunas: En varios paises se usan vacunas vivas para proteger el ganado
vacuno contra la infeccion por A. marginale. La vacuna que contiene A. centrale vivo se emplea
mas y confiere proteccién parcial contra las cepas virulentas de A. marginale.

Se dispone de una vacuna contra Anaplasma centrale en forma refrigerada y congelada. El control
de calidad es muy importante, ya que pueden estar presentes en el ganado vacuno donante otros
agentes transmisibles por la sangre que pueden contaminar las vacunas y diseminarse
ampliamente. Por esta razén, se recomienda la vacuna congelada, que permite un control de
calidad posterior a la produccion, lo que limita el riesgo de contaminacion con otros agentes
patégenos.

Las vacunas contra Anaplasma centrale no son completamente inocuas. Una recomendacion
practica es restringir su uso, en la medida de lo posible, a terneros, pues la inmunidad inespecifica
reducira el riesgo de algunas reacciones vacunales que pueden requerir un tratamiento con
tetraciclina o imidocarb. Aparece inmunidad parcial en 6—-8 semanas y dura varios afios después
de una Unica vacunacion. En los paises en que A. centrale es ex6tico, no puede utilizarse como
vacuna contra A. marginale.

A. INTRODUCCION

Los brotes de anaplasmosis bovina se deben a la infeccién por Anaplasma marginale. Anaplasma centrale
produce una anemia moderada, pero los brotes clinicos en el campo son extremadamente infrecuentes. Se han
observado nuevas especies de Anaplasma, A.phagocytophilum y A. bovis (Dumler et al., 2001), con un
reservorio principal en los roedores, que infectan al ganado vacuno, aunque no causan enfermedad clinica
(Dreher et al., 2005; Hofmann-Lehmann et al., 2004).

Los signos clinicos mas destacados de la anaplasmosis son la anemia y la ictericia, y esta Gltima tiene lugar al
final de la enfermedad. No hay hemoglobinemia ni hemoglobinuria, lo cual puede ayudar a diferenciar esta
enfermedad de la babesiosis, que a menudo es endémica en las mismas zonas. De todas formas, la
anaplasmosis solo se puede confirmar mediante identificacion del microorganismo.

Anaplasma marginale se presenta en la mayor parte de los paises tropicales y subtropicales, y en algunas
regiones mas templadas. Anaplasma centrale se describidé por vez primera vez en Sudéfrica. Desde entonces,
este microorganismo ha sido importado por otros paises —como Australia y algunos paises de Sudameérica,
Sudeste asiatico y Oriente Medio— para ser utilizado como vacuna contra A. marginale.

Las especies de Anaplasma se consideraron en principio protozoos parasitarios, pero la investigacion posterior
revel6 que no poseian atributos que justificaran esta descripcion. Desde la Ultima revision aceptada de la
taxonomia, en 2001 (Dumler et al., 2001), la familia Anaplasmataceae (Orden Rickettsiales) consta ahora de
cuatro géneros: Anaplasma, Ehrlichia, Neorickettsia y Wolbachia. El género Aegyptianella se mantiene dentro de
la familia Anaplasmataceae como género incertae sedis. El género Anaplasma revisado comprende actualmente
a Anaplasma marginale como la especie tipica. A. phagocytophilum, que es el agente causante de la erliquiosis
granulocitaria humana (antes Ehrlichia phagocytophila, E. equi), A.platys y A. bovis. Haemobartonella y
Eperythrozoon se consideran en la actualidad méas préximos a los micoplasmas.

Las especies de Anaplasma se trasmiten mecanica o biolégicamente por vectores artropodos. Varias revisiones
basadas en un estudio cuidadoso de experimentos de transmision presentan una lista de hasta 19 garrapatas
diferentes capaces de transmitir experimentalmente A. marginale (Kocan et al., 2004). Estas son: Argas persicus,
Ornithodoros lahorensis, Boophilus annulatus, B. calcaratus, B. decoloratus, B. microplus, Dermacentor
albipictus, D. andersoni, D. hunteri, D. occidentalis, D. variabilis, Hyalomma excavatum, H. rufipes, Ixodes ricinus,
I. scapularis, Rhipicephalus annulatus (antes Boophilus annulatus), R. bursa, R. calcaratus, R. decoloratus,
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R. evertsi, R. microplus Rhipicephalus bursa, R. evertsi, R. sanguineus y R. simus. Sin embargo, se ha
cuestionado la clasificacion de varias garrapatas de estos informes. La transmisién intraestadial o transestadial el
mecanismo habitual, incluso en las especies de Rhipicephalus de un solo hospedador. Las garrapatas macho
pueden ser particularmente importantes como vectores; pueden estar infectadas de forma permanente y servir
como reservorio para la infeccion. La demostracion experimental de la implicacion de un vector no implica
necesariamente que intervenga en la transmision en condiciones de campo. Sin embargo, las especies de
Rhipicephalus son claramente vectores importantes de la anaplasmosis en paises tales como Australia y paises
de Africa y de Latinoamérica, y algunas especies de Dermacentor son vectores eficientes en EE.UU.

Se ha observado que otros artrépodos picadores intervienen como vectores mecanicos, en concreto en EE.UU.
Se ha demostrado la transmisién experimental con ciertas especies de Tabanus (tabanos) y con mosquitos del
género Psorophora (Kocan et al., 2004). La importancia de los insectos picadores en la transmisién natural de la
anaplasmosis parece variar mucho de una regién a otra. Anaplasma marginale puede transmitirse también con
facilidad durante la vacunacién contra otras enfermedades, a menos que se utilice una aguja nueva o esterilizada
para inyectar a cada animal. Se ha descrito una transmisiéon similar por medio de instrumentos quirirgicos no
esterilizados (Reinbold et al., 2010a).

Los principales vectores de A. centrale parecen ser garrapatas de hospedadores mudltiples, propias de Africa,
como R. simus. No se ha demostrado que la garrapata comun de los bévidos (R. microplus) sea un vector. Esto
es importante porque A. centrale se utiliza como vacuna en regiones infestadas por R. microplus.

La infeccion por Anaplasma marginale no se ha observado en seres humanos. Asi, no hay riesgo de transmision
a operarios de campo ni de laboratorio, y los laboratorios que trabajen con A. marginale pueden hacerlo con el
nivel mas bajo de bioseguridad, equivalente a BSL1.

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Tabla 1. Métodos analiticos disponibles para el diagnédstico de la anaplasmosis bovina y su propésito

Propésito
Demostrar ;
. Determinar .
Demostrar ausencia de - Determinar el estado
Método ; ; Lz Contribuir a . la ! ar e
ausencia de infeccién en las politicas Confirmar prevalencia inmunitario en
circulaciéon animales de casos de la animales o
del virus en individuales antes s clinicos . it poblaciones tras la
= erradicacion infecciéon — L
la poblacién de los - . vacunacion
, vigilancia
desplazamientos
Examen
. P - + — +++ — -
microscépico
Identificacion del agente®
PCR - o+ - o+ - -
Deteccidn de la respuesta inmunitaria
CAT _ _ _ _ . +
ELISA 4+ + +4+ - +4+ 4+
IFA + - - - ++ ++
CF — - - — + -

Clave: +++ = método recomendado; ++ = método idoneo; + = puede utilizarse en algunas situaciones,
pero el coste, la fiabilidad y otros factores limitan mucho su aplicacion; — = no adecuado para este propésito;
n/a = no apropiado para este proposito.
Aunque no todas las pruebas clasificadas como +++ o0 ++ han sido validadas formalmente, su uso sistematico y el hecho de
que se hayan utilizado ampliamente sin resultados dudosos las hace aceptables.
CAT = prueba de aglutinacion en placa; CF = fijacion del complemento; ELISA = enzimoinmunoanalisis; IFA = prueba de la
inmunofluorescencia indirecta; PCR = reaccion en cadena de la polimerasa.

1 Se recomienda utilizar una combinaciéon de métodos de identificacion del agente en la misma muestra clinica.
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1.

Identificacion del agente etiolégico

1.1.

1.2,

Examen microscépico

Las muestras obtenidas a partir de ganado vacuno vivo deben incluir frotis de gota fina de sangre y
sangre recogida con anticoagulante. Los frotis de gota fina, secados con aire, se mantienen de modo
satisfactorio a temperatura ambiente por lo menos 1 semana. Las muestras de sangre con coagulante
deben mantenerse a 4°C, a menos que puedan llegar al laboratorio en unas pocas horas. Esta
muestra es util para preparar frotis frescos si los anteriores no fueran satisfactorios. Ademas un
hematocrito bajo y/o un recuento de eritrocitos bajo puede ayudar a poner de manifiesto la implicacion
de A.marginale cuando en los frotis se detecta solo un bajo nimero de parasitos, como puede ocurrir
en la fase de recuperacion de la enfermedad.

Contrariamente a lo que ocurre con Babesia bovis, A. marginale no se acumula en los capilares, de
modo que es apropiada la sangre de la yugular u otro gran vaso. Debido a la morfologia poco
diferencial de Anaplasma, es esencial que los frotis estén bien preparados y libres de sustancias
extrafias, pues las particulas de los restos pueden confundir el diagndstico. Las gotas gruesas de
sangre, que a veces se utilizan en el diagndstico de la babesiosis, no son apropiadas para el
diagnostico de la anaplasmosis, porque Anaplasma es dificil de identificar una vez que se separa de
los eritrocitos.

Las muestras obtenidas de los animales muertos deben ser frotis de gota fina secados al aire, del
higado, rifién, corazén y pulmones y de un vaso sanguineo periférico. Este Ultimo se recomienda, en
particular, si hay un retraso notable antes del examen postmortem porque, en tales circunstancias, la
contaminacion bacteriana en los frotis de los érganos a menudo comporta una identificacion ambigua
de Anaplasma. Los frotis de encéfalo, que son utiles en el diagndstico de algunas formas de
babesiosis, no tienen un valor directo en el diagnostico de la anaplasmosis, aunque deben incluirse
para el diagndstico diferencial cuando sea pertinente.

Para la preparacion de los frotis se requiere la sangre de 6rganos, mejor que los tejidos de los érganos
per se, porque el objetivo es ser capaz de examinar al microscopio los eritrocitos intactos para
detectar la presencia de Anaplasma. Los frotis de sangre derivada de Organos se mantienen
satisfactoriamente durante varios dias a temperatura ambiente.

Los frotis tanto de sangre como de érganos pueden tefiirse con tincion de Giemsa al 10% durante
30 minutos aproximadamente tras fijarse durante 1 minuto con metanol absoluto. Después de la
tincion, los frotis se lavan tres o cuatro veces con agua de grifo para eliminar el exceso de colorante y
luego se secan al aire. Las condiciones para la tinciobn de Giemsa varian de un laboratorio a otro, pero
para la dilucion del stock de Giemsa no se recomienda agua destilada. El agua debe tener un pH de
entre 7,2 y 7,4 para lograr una mejor esolucion en la tincion de Giemsa. En algunos paises se dispone
de colorantes comerciales que proporcionan una tincion rapida de Anaplasma. Los frotis se examinan
con el objetivo de aceite de inmersién a 700—-1.000 aumentos.

Anaplasma marginale tiene aspecto de cuerpos densos, redondeados y muy coloreados dentro de los
eritrocitos, de aproximadamente 0,3-1,0 um de didmetro. La mayor parte de estos cuerpos se
localizan en el margen del eritrocito o en su proximidad. Esta caracteristica diferencia A. marginale de
A. centrale, ya que en este Ultimo caso los microorganismos estan mas centrados en el eritrocito. Sin
embargo, sobre todo en casos de niveles bajos de rickettsiemia, puede resultar dificil la diferenciacién
de estas dos especies en los frotis. En algunas cepas de A. marginale se han descrito apéndices
asociados a los cuerpos de Anaplasma (Kreier & Ristic, 1963; Stich et al., 2004).

El porcentaje de eritrocitos infectados varia segun la fase y la gravedad de la enfermedad. Con
A. marginale pueden presentarse rickettsiemias méaximas de méas del 50%. Durante los periodos de
alta rickettsiemia, son frecuentes las infecciones mdltiples de eritrocitos individuales.

La infeccién se hace visible al microscopio 2—6 semanas después de la transmision. Durante la
enfermedad clinica, la rickettsiemia practicamente se duplica cada dia hasta los 10 dias, y luego
decrece a una velocidad similar. Puede persistir durante algunas semanas una anemia intensa
después de que los parasitos lleguen a ser casi indetectables en los frotis de sangre. Después de la
recuperacion de la infeccion inicial, la mayor parte del ganado vacuno permanece con infeccion latente
durante el resto de su vida.

Reaccién en cadena de la polimerasa

Se han desarrollado pruebas basadas en los acidos nucleicos para detectar A. marginale en el ganado
vacuno portador, aunque todavia no estan totalmente validadas. La sensibilidad analitica de los
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métodos basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se ha estimado que es del
0,0001% de los eritrocitos infectados, pero a este nivel solo se detectaria una parte del ganado
portador. Se ha utilizado una técnica PCR anidada para identificar al ganado portador de A. marginale,
con capacidad de identificar apenas 30 eritrocitos infectados por ml de sangre, que estd muy por
debajo de los niveles mas bajos en los portadores. No obstante, la PCR anidada plantea serios
problemas de control de calidad y de especificidad para un uso rutinario (Torioni De Echaide et al.,
1998). La PCR en tiempo eal también se ha descrito para la identificacion de A. marginale (Carelli et
al., 2007; Decaro et al., 2008; Reinbold et al., 2010b), y debe tenerse en cuenta en lugar de la PCR
anidada. Dos ventajas de esta técnica, que emplea un solo tubo cerrado para la amplificacion y para el
analisis, son la baja probabilidad de contaminacién del amplicon y un resultado analitico semi-
cuantitativo. El equipo necesario para la PCR en tiempo real es caro, requiere un mantenimiento
preventivo y algunos laboratorios tal vez no puedan permitirselo. Las PCR en tiempo real pueden
acceder a uno o varios genes (Carelli et al., 2007; Decaro et al., 2008), o al ARNr 16S (Reinbold et al.,
2010b), y se ha observado que logran un nivel de sensibilidad analitica equivalente a la PCR
convencional anidada (Carelli et al., 2007; Decaro et al., 2008; Reinbold et al., 2010b).

2. Pruebas seroldgicas

Por lo general, a no ser que los animales hayan sido tratados o se encuentren en una fase muy inicial de la
infeccion (<14 dias), en la mayoria de laboratorios los métodos de eleccién para identificar los animales
infectados son el enzimoinmunoanalisis de competicion (C-ELISA), el ELISA indirecto (I-ELISA) o la prueba de
aglutinacién en placa (CAT) (ver més adelante). Las infecciones por Anaplasma persisten normalmente durante
toda la vida del animal. Sin embargo, excepto en pequefios recrudecimientos ocasionales, no se puede detectar
facilmente Anaplasma en frotis de sangre después de una rickettsiemia aguda y es posible que ni siquiera una
PCR a punto final pueda detectar la presencia de Anaplasma en muestras de sangre de portadores
asintomaticos. Por tanto, se han desarrollado varias pruebas serolégicas con objeto de detectar los animales con
infeccion persistente.

Una caracteristica del diagnostico serolégico de la anaplasmosis son los resultados tan variables que se han
descrito por distintos laboratorios en muchas pruebas respecto a la sensibilidad y la especificidad. Esto se debe,
al menos en parte, a una insuficiente evaluacion de las pruebas en las que se emplea una cantidad considerable
de animales que se sabe que son positivos 0 negativos. En especial, hay que destacar que la capacidad de
algunas pruebas de detectar infecciones conocidas de larga duracion se ha enfocado de un modo inadecuado.
Una excepcién es la técnica C-ELISA (ver mas adelante), que ha sido validada utilizando animales
verdaderamente positivos y negativos, definidos mediante la PCR anidada (Torioni De Echaide et al., 1998) y la
prueba de aglutinacion en placa, cuya especificidad y sensibilidad relativas se han evaluado comparativamente
con las de C-ELISA (Molloy et al., 1999). Por consiguiente, aunque la mayor parte de las pruebas descritas en
este apartado son Utiles para obtener datos epidemiolégicos de una base amplia, se debe tener precaucion en lo
gue respecta a su uso para la certificacion de la enfermedad. El C-ELISA, el I-ELISA y la prueba de aglutinacion
en placa se describen a continuacion de forma detallada.

Debe advertirse que en las pruebas seroldgicas existe un grado alto de reacciones cruzadas entre A. marginale y
A. centrale, asi como reactividad cruzada tanto con A. phagocytophilum como con Ehrlichia spp. (Al-Adhami et
al., 2011; Dreher et al., 2005). Aunque las especies patégenas se pueden identificar a veces con antigenos de la
especie homodloga o heterdloga, en muchas ocasiones se obtienen resultados equivocos.

2.1. Enzimoinmunoandlisis de competicién

Una técnica C-ELISA, que utiliza un antigeno recombinante denominado rMSP5 y un anticuerpo
monoclonal (MAb) especifico para MSP5, ha resultado muy sensible y especifica para detectar
animales infectados por Anaplasma (Hofmann-Lehmann et al., 2004; Reinbold et al., 2010b; Strik et
al., 2007). Todas las cepas analizadas de A. marginale, A. ovis y A. centrale, expresan el antigeno
MSP5 e inducen anticuerpos contra el epitopo inmunodominante reconocido por el MAb especifico de
MSP5. En un informe reciente se sugiere que los anticuerpos del ganado vacuno infectado
experimentalmente con A. phagocytophilum daran positivo en la prueba C-ELISA (Dreher et al., 2005).
No obstante, en otro estudio no se pudo demostrar la existencia de reaccién cruzada, y los MAb
usados en la prueba no reaccionaron con A. phagocytophilum MSP5 en pruebas de unién directa
(Strik et al.,, 2007). Recientemente, se ha demostrado reactividad cruzada entre A. marginale y
Ehrlichia spp. en ganado vacuno infectado de forma natural y experimental (Al-Adhami et al, 2011). La
prueba result6é especifica al 100% utilizando 261 sueros que se sabia que eran negativos procedentes
de una region no endémica, detectando con precision el ganado vacuno infectado apenas 16 dias
después de la infeccion experimental por garrapata o por inoculacion de sangre. Ademas, se demostro
capaz de detectar el ganado que habia sido infectado experimentalmente incluso 6 afios antes
(Knowles et al.,, 1996). En la deteccion del ganado con una infeccidon persistente en una regién
endémica de anaplasmosis, donde los verdaderos positivos 0 negativos se definieron mediante un
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procedimiento de PCR anidada, el C-ELISA para la deteccion de rMSP5 tuvo una sensibilidad del 96%
y una especificidad del 95% (Torioni De Echaide et al., 1998).

Los resultados del C-ELISA para la deteccion del rMSP5 se pueden obtener en menos de 2,5 horas.
Un kit comercial contiene las instrucciones especificas. Sin embargo, en general se realiza del modo
siguiente:
2.1.1. Reactivos del equipo

Una placa de microtitulacion con 96 pocillos recubiertos con el antigeno rMSP5,

Una placa de adsorcién/transferencia con 96 pocillos recubiertos para la adsorcion de suero y
reduccion de la union de fondo,

Conjugado MaAb/peroxidasa, 100 x,

Solucion de lavado y tampon para la dilucion del conjugado listo para usar, 10 x,
Substrato y soluciones para detener las reacciones listas para usar,

Controles positivos y negativos

2.1.2. Procedimiento analitico

i) Se afaden 70 pl de suero sin diluir a la placa de adsorcién/transferencia recubierta y se
incuba 30 minutos a temperatura ambiente.

ii)  Se transfieren 50 pl del suero adsorbido por pocillo a la placa recubierta de rMSP5 y se
incuba 60 minutos a temperatura ambiente.

iii) Se elimina el suero y se lava dos veces la placa utilizando la solucion de lavado, diluida.

iv) Se afiaden 50 pl por pocillo del conjugado MAb/peroxidasa diluido 1x a la placa recubierta
de rMSP5, y se incuba 20 minutos a temperatura ambiente.

v) Se elimina el conjugado MAb/peroxidasa diluido 1x y se lava la placa cuatro veces
utilizando la solucion de lavado diluida.

vi) Se afiaden 50 pl por pocillo, de la solucién de substrato, se cubre la placa con papel de
aluminio, y se incuba 20 minutos a temperatura ambiente.

vii) Se afiaden 50 pl por pocillo de la solucién para detener las reacciones a la solucion de
substrato que ya se encuentra en los pocillos y se golpea ligeramente por los lados de la
placa para mezclar el contenido de los pocillos.

viii) Se leen inmediatamente las placas en el equipo de lectura a 620 nm.

2.1.3. Validacién de la prueba
La densidad éptica (OD) media del control negativo debe estar entre 0,40 y 2,10. El porcentaje
de inhibicién del control positivo debe ser 230%.

2.1.4. Interpretacion de los resultados

El porcentaje de inhibicion se calcula del siguiente modo:

OD de la muestra x 100 . S
100 - = Porcentaje de inhibicion

OD media del control negativo

Las muestras con <30% de inhibicion son negativas. Las muestras con 230% de inhibicién son
positivas.

La especificidad del C-ELISA de deteccion del MSP5 puede incrementarse utilizando un valor de corte
del porcentaje de inhibiciébn mas alto (Bradway et al., 2001); no obstante, no se ha evaluado a fondo el
efecto que ese cambio pueda tener en la sensibilidad.

Recientemente, se ha desarrollado un C-ELISA mejorado de deteccion del MSP5 sustituyendo el
rMBP-MSP5 por el rGST-MSP5, ademas de mejorar el método de recubrimiento con antigeno
empleando un sistema de captacion especifico. El nuevo C-ELISA de deteccion del MSP5-GST es
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mas rapido, sencillo y especifico, y mejora la resolucién en comparacién con el C-ELISA de deteccion
del rMSP5-MBP con adsorcién de MBP (Chung et al., 2014).

2.2. Enzimoinmunoanalisis indirecto

Inicialmente se desarrollé un I-ELISA empleando un antigeno para CAT (véase abajo), que puede
utilizarse cuando no se dispone de C-ELISA. A diferencia de C-ELISA, la mayoria de reactivos, como
los tampones y los sustratos listos para disolver, en muchos paises se venden. Cualquier laboratorio
puede preparar el antigeno utilizando cepas locales de A. marginale. En I-ELISA se utilizan cantidades
pequefias de suero y de antigeno, y la sensibilidad y la especificidad de la prueba estandarizada con
sueros que se sepa que son positivos 0 negativos son igual de buenas que las de C-ELISA. Como
puede prepararse en todos los laboratorios, aqui solo se describe el procedimiento general (Barry et
al., 1986). En el caso de los kits comerciales, deben seguirse las instrucciones del fabricante. Y en el
caso del I-ELISA para uso interno, puede consultarse la publicacién de Barry et al. 1986. Los cuerpos
y membranas iniciales se obtienen igual que en la fijacién del complemento (Rogers et al., 1964). Este
antigeno se trata con dodecil sulfato de sodio al 0,1% durante 30 minutos antes de fijar el antigeno a
la placa de microtitulacién. En cada laboratorio debera ajustarse la cantidad concreta de antigeno para
optimizar la lectura y minimizar el gasto.

Los resultados del I-ELISA pueden leerse en 4 a 5 horas. Se lleva a cabo como sigue:

2.2.1. Reactivos de la prueba
Se recubre una placa de microtitulacion de 96 pocillos con antigeno A. marginale crudo,
tampon PBS/Tween, (PBS 0,1 M, pH 7.2, Tween 20 al 0,05%),
reactivo de bloqueo (por ejemplo, leche en polvo desnatada comercial)
Tampon Tris 0,1 M, MgCl,, 0,1 M, NaCl 0,005 M, pH 9,8
Sustrato p-nitrofenil fosfato dissédico hexahidratado

Controles positivo y negativo.

2.2.2. Procedimiento analitico (esta prueba se lleva a cabo por triplicado)
i) Las placas se preparan con antelacién y se guardan en condiciones herméticas a —20°C.

ii)  Se retira con cuidado el envoltorio de plastico antes de utilizar las placas, con cuidado de
no tocar el fondo de las mismas, puesto que ello podria distorsionar la lectura de la
densidad optica.

iii) Se retira la tapa y se depositan 200 ul de solucién PBST20 en cada pocillo, y se incuba
durante 5 minutos a temperatura ambiente (TA).

iv) Se disuelven 1,1 g de leche desnatada (con agente bloqueante) por cada placa, en 22 ml
de PBST20.

v) Se retira el contenido de la placa y se depositan en cada pocillo 200 pl de solucion
bloqueante, se vuelve a colocar la tapa y se incuba 60 minutos a 37°C.

vi) Se lava la placa tres veces durante 5 minutos con PBST20.

vii) Se diluyen todas las muestras de suero, incluidos los controles, a 1/100 en solucién
PBST20;

viii) Se retira el contenido de la placa y se depositan 200 ul de suero diluido en cada uno de
los tres pocillos para cada dilucion, empezando con los controles positivo y negativo, y el
blanco.

ix) Seincuba la placa tapada a 37°C durante 60 minutos.
X)  Se lava tres veces como se ha descrito en el subapartado vi.

xi) Se diluye a 1/1000 un conjugado de anticuerpo anti-lgG bovina a fosfatasa alcalina en
solucion PBST20; se afiaden 200 pl del conjugado diluido por pocillo; se incuba la placa
tapada a 37°C durante 60 minutos.

xii) Se retira la tapa y se realizan tres lavados con PBST20.

xiii) Se retira el contenido de la placa y se depositan 195 pl de p-nitrofenil fosfato dissddico
hexahidratado al 0,075% en tampon Tris, y se incuba durante 60 minutos a 37°C
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xiv) La reaccion se cuantifica mediante un espectrofotdmetro lector de microplaca, ajustado a
405 nm de longitud de onda. Los datos se expresan en forma de densidad 6ptica (DO).

2.2.3. Andlisis de los datos

Para el andlisis de los resultados deben tenerse en cuenta los siguientes parametros.

i) El valor medio de los pocillos blanco.
i)  El valor medio de los pocillos positivos con sus respectivas desviaciones estandar.
iii)  El valor medio de los pocillos negativos con sus respectivas desviaciones estandar.

iv)  El valor medio de los pocillos blanco se resta de la media de todas las demas muestras si
no lo ha hecho automaticamente el lector de ELISA.

v) Los sueros control se titulan de tal forma que den valores de densidad Optica de entre
0,90 y 1,50 en el caso del control positivo, y de entre 0,15 y 0,30 en el caso del control
negativo.

Los valores positivos son los que se encuentran por encima del punto de corte calculado, que
es la suma de la media del negativo mas dos veces la desviacién estandar.

A los efectos de evaluar la coherencia del operario que lleva a cabo la prueba, el error “E”
también debe estimarse; se calcula determinando el porcentaje que supone la desviacion
estandar de cualquier suero respecto a su valor medio.

2.3. Prueba de aglutinacién en placa

Las ventajas de la CAT son que es una técnica sensible, que puede realizarse en el laboratorio o en el
campo, y que proporciona el resultado en unos pocos minutos. Las reacciones inespecificas pueden
ser un problema, y la subjetividad de la interpretacion de las reacciones en las pruebas puede tener
COMO consecuencia una variacion en su interpretacion. Ademas, el antigeno para la CAT, que es una
suspension de particulas de A. marginale, puede ser dificil de preparar y puede variar de un lote a otro
y de un laboratorio a otro. Se infectan terneros esplenectomizados mediante la inoculacion intravenosa
con sangre que contenga eritrocitos infectados por Anaplasma. Cuando la rickettsiemia supera el 50%,
el animal se sangra, los eritrocitos infectados se lavan y se lisan, y las membranas de los eritrocitos y
las particulas de Anaplasma se centrifugan. Los sedimentos se sonican, se lavan, y luego se
resuspenden en una solucion de colorante para producir la solucién de antigeno.

Un procedimiento con ligeras modificaciones respecto al descrito originalmente (Amerault & Roby,
1968; Amerault et al., 1972) es el siguiente, y se basa en condiciones controladas en un contexto de
laboratorio:

2.3.1. Procedimiento analitico

i) Se comprueba, antes de su uso, que todos los componentes de la prueba estan a una
temperatura de 25—-26°C (esta temperatura constante es un factor critico en la prueba).

ii)  En cada circulo de la placa de la prueba (un perspex/plastico transparente o una placa de
cristal con circulos marcados de 18 mm de diametro), se colocan uno al lado de otro, pero
sin tocarse, 10 pl de factor de suero bovino (BSF), 10 pl del suero problema, y 5 pl del
antigeno CAT?. En cada placa se deben analizar sueros control negativos y débilmente
positivos.

El BSF es el suero de un animal seleccionado con un alto nivel de conglutinina. Si se
desconoce el nivel de conglutininas, se puede utilizar suero fresco de un animal que esté
libre de Anaplasma. El BSF se debe guardar a —70°C en pequefias alicuotas y, cada vez
que se realizan las pruebas, se utiliza una alicuota fresca. La inclusién del BSF mejora la
sensibilidad de la prueba.

iii) Se mezcla bien con una varilla de vidrio. Después de mezclar cada prueba, se limpia la
varilla de vidrio con un papel limpio para evitar la contaminacion cruzada.

iv) Se coloca la placa de prueba en una camara humeda y se agita a 100-110 rpm durante
7 minutos.

2 En EE.UU. y México la prueba se realiza con volimenes mayores de reactivos: antigeno (15 pl), suero (30 pl), y factor de
suero bovino (30 pl) en un tiempo de reaccion de 4 minutos (ver paso iv).
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v)  Se lee inmediatamente a contraluz. Una aglutinacién caracteristica del antigeno (valorada
de +1 a +3) se considera un resultado positivo. Se considera que la prueba da un
resultado negativo cuando no existe esa aglutinacién caracteristica.

2.4. Prueba de fijacion de complemento

La prueba de fijacion del complemento (CF) se ha utilizado ampliamente durante muchos afios. Sin
embargo, muestra una sensibilidad variable (de entre el 20% y el 60%), reflejando seguramente las
diferencias entre las técnicas de produccion de antigeno, y una mala reproducibilidad. Ademas, se ha
demostrado que es muy alta la proporcién de ganado portador que no se consigue detectar mediante
la prueba de fijacion del complemento (Bradway et al., 2001). Tampoco existe la certeza de que la CF
sirva para identificar anticuerpos en animales con una infeccién aguda si se aplica con anterioridad a
otras pruebas (Coetzee et al., 2007; Molloy et al., 1999). Por consiguiente, la CF ya no se recomienda
como prueba fiable para detectar animales infectados.

2.5. Prueba de inmunofluorescencia indirecta

Debido a la escasez de pruebas de inmunofluorescencia indirecta (IFA) que puede realizar
diariamente un operario, se suelen preferir otras pruebas serolégicas. La IFA se realiza como se
describe para la babesiosis bovina en el capitulo 3.4.2, excepto por el hecho de que para la
preparacion de frotis de antigeno se utiliza sangre infectada por A. marginale. Un problema serio de
esta prueba es la fluorescencia inespecifica. Es muy probable que el antigeno obtenido de la sangre
recogida tan pronto como aparezca una rickettsiemia suficiente (5-10%) resulte id6neo. La
fluorescencia inespecifica debida a anticuerpos que se adhieren a los eritrocitos infectados puede
reducirse lavando los eritrocitos en un tampon acido de glicina antes de preparar los frotis de antigeno.
Los eritrocitos infectados se lavan dos veces en tampén de glicina 0,1 M (pH 3,0, centrifugado a 1.000
g durante 15 minutos a 4°C) y luego una vez en PBS, pH 7,4. Datos publicados recientemente
muestran que la IFA, como el C-ELISA, pueden presentar reaccion cruzada con otros miembros de la
familia Anaplasmataceae (Al-Adhami et al., 2011).

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

1. Antecedentes

Se han utilizado varios procedimientos de inmunizacion para proteger al ganado bovino contra la anaplasmosis
en los paises donde la enfermedad es endémica, pero hasta la fecha ninguno es ideal (McHardy, 1984). Se ha
publicado una revision de las vacunas contra E. marginale y sus antigenos (Kocan et al., 2003). El uso de la
especie menos patégena, A. centrale, que proporciona una proteccion parcial cruzada frente a A. marginale, es
el método mas ampliamente aceptado, aunque en muchos paises en que la enfermedad es exética, incluida
Norteamérica, no se utiliza.

En este apartado, se describe la produccion de vacuna viva contra A. centrale. Consiste en la infeccion de un
ternero esplenectomizado susceptible y el uso de su sangre como vacuna. Existen descripciones detalladas del
procedimiento de produccion y se deben consultar estas publicaciones para conocer los detalles de los
procedimientos que se resumen aqui (Bock et al., 2004; de Vos & Jorgensen, 1992; Pipano, 1995).

Las directrices para la produccién de vacunas veterinarias se presentan en el capitulo 1.1.8 Principios de
produccion de vacunas veterinarias. Las directrices dadas aqui y en el capitulo 1.1.8 son de caracter general y
pueden completarse con requisitos nacionales y regionales.

La vacuna contra Anaplasma centrale puede suministrarse en forma congelada o refrigerada dependiendo de la
demanda, las redes de transporte y la disponibilidad de nitrégeno liquido o de hielo seco. En la mayor parte de
los casos, se recomienda la vacuna congelada, ya que permite un control de calidad de cada lote después de la
produccién. Sin embargo, es mas cara de producir y mas dificil de transportar que la vacuna refrigerada. El
riesgo de contaminacion hace que el control después de la produccion sea esencial, pero puede ser
prohibitivamente caro.
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2.

Descripcién de la produccién y requisitos minimos para las vacunas convencionales

2.1. Caracteristicas del inéculo

2.1.1.

2.1.2.

2.2.1.

Caracteristicas bioldgicas

Anaplasma centrale se aisldé por primera vez en 1911 en Sudafrica y se ha utilizado como
vacuna en Sudamérica, Australia, Africa, Oriente Medio, y Sudeste Asiatico. Solo confiere una
proteccion parcial, pero suficiente, en regiones donde las cepas que provocan la enfermedad
son de una virulencia moderada (como Australia) (Bock & de Vos, 2001). En los trépicos
hiumedos, donde A. marginale parece ser una rickettsia muy virulenta, la protecciéon conferida
por A. centrale puede ser insuficiente para evitar la enfermedad en algunos animales.

Normalmente, Anaplasma centrale causa infecciones benignas, especialmente si se emplea en
terneros menores de 9 meses de edad. Se han descrito reacciones graves después de la
vacunacion cuando se inocula el ganado adulto. La idoneidad de una cepa de A. centrale como
vacuna puede determinarse inoculando ganado vacuno susceptible, realizando un seguimiento
de las reacciones siguientes, y exponiendo después a los animales y a controles susceptibles a
una cepa local virulenta de A. marginale. Se puede evaluar tanto la inocuidad como la eficacia
con un seguimiento de las rickettsiemias en frotis de sangre tefiidos y segun la disminucion del
hematocrito, durante la vacunacion y los periodos de reaccion al desafio, en el ganado vacuno
inoculado.

El material infectivo para preparar la vacuna se almacena facilmente en forma de estabilizados
congelados de sangre infectada en nitrégeno liquido o hielo seco. Los crioconservantes
recomendados son el dimetilsulféxido (DMSO) y la polivinilpirrolidona M.W. 40.000 (Bock et al.,
2004), puesto que permiten la administracion intravenosa tras la descongelacion del
estabilizado. En otro articulo se detalla la técnica de congelacién en la que se emplea DMSO
(Mellors et al., 1982), pero en resumen consiste en lo siguiente: se extrae sangre infectada, se
refrigera a 4°C y se le afiade crioprotector refrigerado (DMSO 4M en PBS) lentamente con
agitacion hasta que se consigue una proporcion final de sangre:protector de 1:1, para lograr
una concentracion final de DMSO 2M. Todo el procedimiento de dilucién se lleva a cabo en un
bafio de hielo y la sangre diluida se distribuye en recipientes adecuados (por ejemplo, crioviales
de 5 ml), y se congela, cuanto antes, en la fase de vapor de un recipiente de nitrégeno liquido.

Criterios de calidad

La pureza de la cepa de A. centrale se puede determinar mediante pruebas serol6gicas de
sueros pareados tomados de ganado vacuno en la prueba de inocuidad para comprobar la
presencia de posibles agentes contaminantes (Bock et al., 2004; Pipano, 1997). En los terneros
donantes empleados para propagar el indculo para la produccion de vacuna deben
comprobarse todas las infecciones sanguineas prevalentes en el pais productor de la vacuna,
como Babesia, Anaplasma, Ehrlichia, Theileria y Trypanosoma. Esto se puede hacer mediante
examen rutinario de extensiones de sangre tefiidas obtenidas de animales esplenectomizados,
y preferiblemente también mediante serologia. Todos los terneros que presenten signos de
infeccion natural por cualquiera de los microorganismos mencionados, debe ser rechazado. La
ausencia de otros agentes infecciosos también debe confirmarse. Entre ellos, los causantes de
la leucosis enzodtica bovina, la enfermedad de las mucosas, la rinotraqueitis bovina infecciosa,
la fiebre efimera, la enfermedad de Akabane, la lengua azul, la glosopeda o fiebre aftosa y la
peste bovina. Las pruebas dependeran de las enfermedades prevalentes en el pais en cuestién
y de la disponibilidad de pruebas, pero como minimo deben incluir serologia de sueros
pareados y, en ciertos casos, el aislamiento del virus y la deteccién del antigeno o del
ADN/ARN (Bock et al., 2004; Pipano, 1981; 1997).

2.2. Método de fabricacion

Procedimiento
i) Produccién de vacuna congelada

Se descongelan las cantidades del estabilizado congelado (5—10 ml) por inmersién de los
viales en agua precalentada a 40°C. El material descongelado se mantiene en hielo y se
usa lo antes posible (en 30 minutos) para infectar un ternero susceptible
esplenectomizado por inoculacion intravenosa.

La rickettsiemia del ternero donante se analiza diariamente examinando extensiones de
sangre tefiida de la yugular, y se recoge la sangre para produccion de la vacuna cuando
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se alcanza una rickettsiemia suficiente. EI minimo requerido para la produccion de la
vacuna es una rickettsiemia de 1 x 10%/ml (aproximadamente 2% de rickettsiemia en la
sangre de la yugular), porque esta es la dosis necesaria para vacunar a una res. Si no se
obtiene una rickettsiemia adecuada, puede ser necesario realizar un pase de la cepa
mediante la subinoculacién de 100-200 ml de sangre a un segundo ternero
esplenectomizado.

La sangre del donante se recoge mediante la canulacién aséptica de la yugular o la
carotida, utilizando heparina como anticoagulante (5 Unidades Internacionales [UIl] de
heparina/ml de sangre). El uso de unidades de sangre para uso humano también es
adecuado y garantiza la esterilidad, ademas de evitar la preparacion de frascos de vidrio,
que hacen el procedimiento mas engorroso.

En el laboratorio, la sangre infectiva se mezcla a 37°C con volimenes iguales de glicerol
3M en PBS, suplementado con glucosa 5 mM (concentracion final de glicerol 1,5 M). La
mezcla se equilibra a 37°C durante 30 minutos y se distribuye en recipientes adecuados
(por ejemplo, en crioviales de 5 ml). Los viales se enfrian en la fase de vapor de nitrégeno
liquido a una velocidad aproximada de 10°C/minuto y, cuando estan congelados, se
guardan en la fase liquida (Bock et al., 2004).

En lugar de glicerol se puede utilizar DMSO como crioprotector. En este caso se lleva a
cabo del mismo modo que para la preparacion del estabilizado (Mellors et al., 1982;
Pipano, 1981).

Si se tiene que diluir la vacuna preparada en glicerol, el diluyente debe ser PBS con
glicerol 1,5 M y glucosa 5 mM (Jorgensen et al., 1989). Las vacunas crioconservadas con
DMSO deben diluirse con un diluyente que contenga la misma concentracion de DMSO
que la sangre original crioconservada (Pipano et al., 1986).

i)  Produccion de vacuna refrigerada

El material infeccioso para las vacunas refrigeradas se preparara como para las vacunas
congeladas, pero debe ser procesado y utilizado lo antes posible después de su recogida.
La sangre infecciosa se puede diluir para lograr 1 x 10 parasitos por dosis de vacuna. Un
diluyente adecuado es el suero bovino estéril al 10% en una solucion de glucosa/solucion
salina equilibrada que contenga las siguientes cantidades por litro: NaCl (7,00 g),
MgCl».6H,0 (0,34 g), glucosa (1,00 g), Na;HPO4 (2,52 g), KH2,PO, (0,90 g), y NaHCO3
(0,52 g).

Si no se dispone de diluyente, se debe utilizar como anticoagulante dextrosa citrato acido
(20% [v/v]) o dextrosa citrato fosfato (20% [v/v]) para suministrar la glucosa necesaria
para la supervivencia de los microorganismos.

iii) Uso de la vacuna

En el caso de las vacunas congeladas, los viales se descongelan por inmersion en agua
precalentada a entre 37°C - 40°C, y el contenido se mezcla con un diluyente adecuado
hasta la dilucién requerida. Si se preparan las vacunas con glicerol, deben mantenerse
refrigeradas y utilizarse en un plazo de 8 horas tras la preparacion (Bock et al., 2004). Si
se utiliza DMSO como crioprotector, las vacunas preparadas deben mantenerse en hielo y
utilizarse en un plazo de 15-30 minutos (Pipano, 1981). El modo mas comun de
administracion de la vacuna es por via subcutanea.

Las vacunas refrigeradas se deben mantener en frio y utilizarse dentro de los 4-7 dias
siguientes a su preparacion.

La cepa de A. centrale que se usa en las vacunas es baja virulencia, pero no es del todo
segura. En consecuencia, un consejo practico es que se limite el uso de las vacunas a los
terneros, en los que la inmunidad inespecifica reducira el riesgo de reacciones debidas a
la vacunacién. Cuando se tienen que vacunar animales de mayor edad, existe el riesgo de
reacciones graves. Estas reacciones no son frecuentes, pero la presencia de animales
reproductores de alto valor o en gestantes merece especial atencién, y deben observarse
a diario durante 3 semanas después de la vacunacién. Los animales clinicamente
enfermos deben tratarse con oxitetraciclina o imidocarb a las dosis recomendadas por los
fabricantes. La inmunidad protectora se desarrolla en 6-8 semanas y por lo general
persiste varios afios.
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A menudo se utilizan en paralelo las vacunas contra la anaplasmosis y la babesiosis, pero
no es recomendable utilizar simultAneamente otras vacunas (Bock et al., 2004).

2.2.2. Requisitos para los sustratos y los medios

Anaplasma centrale no puede cultivarse in vitro. En la produccién de vacuna no se emplea
ningudn sustrato ni medio aparte de tampones y diluyentes. En cuanto al DMSO o el glicerol,
deben adquirirse en empresas cuya calidad se conozca.

2.2.3. Controles durante el proceso

i)

i)

ii)

v)

Origen y mantenimiento de los donantes de vacuna

Debe identificarse un grupo de terneros exentos de infeccién natural por Anaplasma y de
otras enfermedades transmitidas por las garrapatas. Si no se dispone de ellos, puede ser
necesario criar los terneros en condiciones de ausencia de garrapatas con el proposito
especifico de la produccién de vacunas.

Los terneros deben mantenerse en condiciones tales que se evite su exposicion a las
enfermedades infecciosas y a las garrapatas y a los insectos picadores. En ausencia de
instalaciones adecuadas, debe valorarse el riesgo de contaminacién con los agentes
causales de enfermedades infecciosas que estén presentes en el pais concreto, y se
deben comparar los beneficios derivados de la produccién local de vacunas frente a las
posibles consecuencias adversas de difundir enfermedades (Bock et al., 2004).

Cirugia

Deben someterse a esplenectomia los terneros donantes para maximizar la multiplicacion
de microorganismos para la producciéon de vacuna. Lo mejor es hacerlo en terneros
jévenes y con anestesia general.

Pruebas de deteccién de enfermedades en los donantes de vacuna antes de la
inoculacion

Como ocurre para la preparacion de estabilizado de indculo, en los terneros donantes
para la produccion de vacuna debe comprobarse si presentan infeccion por cada una de
las infecciones transmitidas por la sangre prevalentes en el pais productor de la vacuna,
incluyendo Babesia, Anaplasma, Ehrlichia, Theileria y Trypanosoma. Esto se lleva a cabo
mediante el examen rutinario de extensiones de sangre tefiidas después de la
esplenectomia, y preferiblemente también mediante serologia. Cualquier ternero que
muestre signos de infecciones naturales por cualquiera de estos microorganismos debe
ser rechazado. También debe confirmarse la ausencia de otros agentes infecciosos, como
los de la leucosis enzodtica bovina, la diarrea virica bovina, la rinotraqueitis bovina
infecciosa, la fiebre efimera, la enfermedad de Akabane, la lengua azul o la fiebre aftosa.
Las pruebas dependerdn de las enfermedades prevalentes en el pais y de la
disponibilidad de las pruebas, pero como minimo deben incluir la serologia de sueros
pareados y, en algunos casos, el aislamiento del agente, y la deteccién del antigeno o del
ADN/ARN (Bock et al., 2004; Pipano, 1981; 1997).

Seguimiento de las rickettsiemias tras la inoculacién

Es necesario determinar la concentracion de rickettsias en la sangre recogida para las
vacunas. La concentracion de rickettsias se puede estimar a partir del recuento de
eritrocitos y de la rickettsiemia (porcentaje de eritrocitos infectados).

Extraccion de sangre para la vacuna

Todo el equipo ha de esterilizarse antes de usarlo (por ejemplo, en autoclave). Una vez
alcanzada la rickettsiemia deseada, la sangre se recoge con heparina utilizando técnicas
estrictamente asépticas. Esto se realiza mas facilmente si se seda al ternero y se usa un
circuito cerrado de recoleccion.

Se pueden extraer hasta 3 litros de sangre con niveles de infeccidon elevados de un
ternero de 6 meses. Si el ternero va a permanecer vivo, es adecuada la transfusion de
una cantidad similar de sangre de un donante apropiado. Alternativamente, el ternero
debe ser sacrificado inmediatamente después de la extraccion de la sangre.
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vi) Distribucién de la vacuna

Todos los procedimientos se realizan en un ambiente apropiado, como en una cabina de
flujo laminar, utilizando técnicas estériles estandar. El uso de un agitador mecanico o
magnético asegura una buena mezcla de la sangre y del diluyente a lo largo de todo el
proceso de distribucion. En el momento de la distribucion se afiaden a la vacuna penicilina
(500.000 I1U/litro) y estreptomicina (370.000 pg/litro).

2.2.4. Pruebas en lotes de producto final

En el caso de las vacunas refrigeradas, no se puede determinar la potencia, la inocuidad y la
esterilidad de los lotes de vacuna y, en el caso de las vacunas congeladas, las especificaciones
dependen del pais concreto. Las siguientes indicaciones se aplican a las vacunas congeladas
producidas en Australia.

i) Esterilidad y pureza

Se utilizan técnicas estandar de esterilidad para cada lote de vacuna y diluyente (véase el
capitulo 1.1.9 Pruebas de esterilidad y ausencia de contaminaciéon en los materiales
bioldgicos de uso veterinario).

La ausencia de contaminantes se determina mediante pruebas seroldgicas adecuadas en
el ganado vacuno donante, inoculando linfocitos de los donantes en ovejas y realizando
después un seguimiento de las mismas para comprobar si presentan infeccién virica, e
inoculando el ganado vacuno y realizando un seguimiento serolégico del mismo para
determinar si estan infectados por agentes que puedan contaminar la vacuna. El ganado
vacuno inoculado durante la prueba de potencia (véase el apartado C.2.2.4.iii)) es
adecuado para este fin. Dependiendo del pais de origen de la vacuna, estos agentes
incluyen los microorganismos que causan la leucosis enzoética bovina, la rinotraqueitis
bovina infecciosa, la diarrea virica bovina, la fiebre efimera, la enfermedad de Akabane, el
virus Aino, la lengua azul, la parainfluenza, la fiebre aftosa, la dermatosis nodular
contagiosa, la rabia, la fiebre del Valle del Rift, la pleuroneumonia bovina contagiosa, la
enfermedad de Jembrana, la cowdriosis, las especies patdgenas de Theileria y
Tripanosoma spp., Brucella abortus, Coxiella y Leptospira (Bock et al., 2004; Pipano,
1981; 1997). Otros agentes patdgenos a tener en cuenta son los agentes causales de la
tuberculosis bovina y de la brucelosis, porque pueden propagarse en la sangre
contaminada que se utiliza para la produccion de la vacuna. La mayor parte de estos
agentes pueden detectarse mediante PCR especificas, y en muchas publicaciones se
describen los cebadores y las condiciones analiticas especificas para cada enfermedad.

i)  Inocuidad

Se realiza un seguimiento de las reacciones vacunales del ganado bovino inoculado en la
prueba de potencia (véase Capitulo 1.1.8 Principios de produccion de las vacunas
veterinarias) mediante la medicion de la rickettsiemia y del descenso del hematocrito. Solo
se ponen en circulacion para su uso los lotes con niveles de patogenicidad iguales o
inferiores a un estandar predeterminado.

iii) Potencia
La vacuna se descongela y se diluye a 1/5 con un diluyente adecuado (Bock et al., 2004).
Una vez diluida, se incuba luego 8 horas a 4°C, y se inoculan subcutdneamente cinco
cabezas de ganado con dosis de 2 ml. Se comprueba si los animales inoculados
presentan infecciones examinando frotis de sangre tefiidos. Para que un lote sea

aceptable, todos deben estar infectados. Un lote que resulte infeccioso se recomienda
para el uso a una dilucion 1/5 con diluyente isoténico.

2.3. Requisitos para la autorizacién

2.3.1. Inocuidad

La cepa de A. centrale que se emplea en la vacuna es de baja virulencia, pero no del todo
inocua. Por tanto, en la practica se recomienda restringir el uso de la vacuna a los terneros,
pues la inmunidad inespecifica reducira el riesgo de reacciones vacunales. Cuando hay que
vacunar a animales de mas edad, existe riesgo de reacciones graves. Estas reacciones son
infrecuentes, pero si se trata de reproductores de alto valor o animales gestantes, es necesario
prestar mucha atencion, observandolos a diario durante las 3 semanas siguientes a la
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vacunacion. Los animales clinicamente enfermos deben tratarse con oxitetraciclina o imidocarb
a las dosis recomendadas por los fabricantes.

Anaplasma centrale no es tan infectiva como otras especies, y la vacuna no se considera que
tenga otros efectos ambientales adversos. La vacuna no es infectiva en el ser humano. Cuando
el producto se almacena en nitrégeno liquido, son aplicables las precauciones habituales
relativas al almacenaje, transporte y manipulacion de material congelado a muy bajas
temperaturas.

2.3.2. Requisitos de eficacia

Después de una inoculacion se logra inmunidad parcial, pero duradera. No existen pruebas de
que la repeticion de la vacunacién tenga un efecto estimulante. La vacuna se emplea para el
control de la anaplasmosis clinica en zonas endémicas. No proporcionara inmunidad estéril, y
no debe emplearse para la erradicacion de A. marginale.

2.3.3. Estabilidad

Cuando se almacena en nitrégeno liquido, la vacuna se puede mantener durante 5 afios. Una
vez que se descongela, pierde rapidamente su potencia. La vacuna descongelada no puede
congelarse de nuevo.

3. Vacunas desarrolladas mediante ingenieria genética

No existen vacunas desarrolladas mediante ingenieria genética para la anaplasmosis.
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NB: Existe un Laboratorio de Referencia de la OIE para la Anaplasmose (puede consultarse la lista mas
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