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1. RESUMEN 

El aislamiento de una cepa de Anaplasma margina-
le en el Centro Regional de Investigación "La Liber-
tad" en Villavicencio, con caracteristicas de atenua-
ción natural, motivó una serie de ensayos orientados 
a obtener inforrnación sobre su patogenicidad, la 
protección que confiere y el estudio de la dosis mi-
nima infectiva que fue el objetivo de este trabajo. 

Utiizando dieciseis terneros holstein de ocho a 
trece meses de edad se conformaron cuatro grupos 
experimentales (1, 11, III y IV) de cuatro animales 
cada uno, los cuales fueron inoculados por via 
endovenosa respectivamente con lOt,  103 , 105  y 10 
anaplasmas de la cepa aislada en Viilavicencio en 
1973. Con estos inóculos no hubo infección de ana-
plasmas en ci grupo 1; en el grupo II se infectaron tres 
de cuatro animales inoculados y en los grupos III y 
IV, todos los animales se infectaron. La parasitemia 
se detecté a partir del dla 16 post-inocuiación, un dIa 
después de haberse detectado incremento de La tern-
peratura rectal en ci 68,75% de los animales. El he-
matocrito y la hernoglobina tuvieron un moderado 
descenso desde ci dla 18 en los animales de los grupos 
III y IV sin ilegar a valores subnormales aim en los 
dias 22 a 25, perlodo en ci cual se observaron clinica-
mente mas afectados. La infección de anaplasmas se 
observó durante cinco semanas; no fue necesario tra-
tar ninguin animal y los valores del hematocrito y de 
la hernoglobina volvieron a los valores norrnales mi-

ciales, 24 dias después de comenzar la infección. 

En este ensayo, la dosis minima infectiva se consi-
deró en 105  anaplasmas por cuanto a partir de esta 
dosis todos los animales inoculados se infectaron.  

INTRODUCCION 

La amplia distribución de la anaplasmosis bovina 
en Colombia, con las corisecuentes pérdidas económi-
cas que ocasiona, ha motivado la ncccsidad de realizar 
estudios bsicos del Anaplasma marginale, orientados 
a conocer factores que sirvan para definir un método 
práctico para su control. Uno de los sistemas utiliza-
dos para ci control de Ia anaplasmosis bovina ha sido 
ci uso sistemático de productos quimicos, para dis-
minuir la población de vectores que transmiten ci 
agente infectivo que produce la anaplasmosis. Otro 
sistema menos prdctico por su hrnitada cobertura, 
cs la terapia con productos quiniicos especlficos de 
casos ocasionales de anaplasmosis aguda. Pero quizás, 
un sistema mas razonable, es cI de la inmuno-profila-
xis por ser mas confiable y realizable. 

Con ci aislamicnto de una cepa de A. marginale 
con caracteristicas de atenuacián natural en ci Cerltro 
Regional de Invcstigacioncs La Libertad de Villaviccn-
cio (13), Sc inicio una seric de ensayos orientados a 
obtener irifonnación sobre su patogcnicidad (19), la 
protección que confierc (17) y ci estudio de la dosis 
minima infectiva (DM1) que son los resuitados que se 
informan en este artIculo. 

REVISION DE LITERATURA 

La anaplasmosis bovina cs una cnfermedad infec-
ciosa ocasionada por la rickcttsia A. marginale (6). Su 
ampha distribución en los chmas cáhdos y medios de 
Colombia, ocasiona considerables pérdidas a la gana. 
deria del pals, localizada en dreas endémicas de ana-
plasmas (2, 3, 5, 15). En infecciones experimentaies 
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con anaplasmas yjo habesias, se ha probado qUc 

usando una DM1, los s intomas ci (nicos son ms be-
nignos y se obtiene buena protección (1 . 4. 5, 14, 19) 
contra desafio. 

En estudios realizados en el Va]lc del Cauca. Co-
lombia. Gonzi1cz ci al. encontraron que Ia DM1 de 
una cepa de A. margiiiak aisiada on Monteria, fue 
de 2x 106  organ ismos inoculados por via intraveno-
sa (5). 

En este trabajo se observó que ci porcentaje de la 
parasitemia es proporcional a] nitmero de organismos 
inoculados y quc el periodo prepatente se reduce 
inoculando dosis aitas de organ ismos. Teniendo on 
cuenta la anterior consideracián, ci uso de vacunas 
(8. 9. 16, 17) o la aphcación de inOculos estandari-
zados on ci nitmero de anaplasmas y on los cuales 
se ha preservado su viabihdad durante largos perio-
dos (estahihLados) (7, ii , I 2), resuitan en una alter-
nativa niis pnictica que la premunición tradicional 
en Ia lucha contra la anapiasmosis bovina. 

4. MATERIALES Y METOI)OS 

4.1. ANIMAI.ES  ESXPERIMENTALES 

Dieciseis terneros holstein de ocho meses de edad, 
obtenidos en Ia estación experimental de Tibaitatá 

(2.555 m .s.n.m.: 130C). conformaron cuatro grupos 
experinientalcs (I. II. III v IV) de cuatro animales 
cada mm, los cuales fueroii inoculados por via endo- 
venosa, respectivamente con 101 . 1 	1 0 y I 0 
anaplasnias de la cepa aisiada on Villavicencio. 

4.2. ORGANISMO EX1ERIMENTAL 

Para inocular los grupos experimentales (I. II. 111 y 
IV) con la cepa (Ic A. marginale Viilavicencio 73, se 
preservO este organ ismo on n itrogeno 1 iquido durante 
tres ineseS antes de la inoculaciOn congelando la 
sangre infectada con anapiasnias segim la técnica des-
crita en ci Manual de Técnicas del I'rograma de Parasi-
tologia y Entomoiogia Veterinarias (10). Para inocu- 
lar las dosis de 10 	103, 101 y  107 anaplasinas se 
descongeió Ia sangre y se hicieron diluciones con solu-
ción sauna buferada de foslato (PBS). 

4.3. PARAMETROS [)F ESTVDIO 

Se determinaron dos veces por semana durante el 
periodo prepatente y tres veces durante ci periodo 
patentc los paraiiietroS siguientes: TemperatLira rec- 
tal on °C; ci % de parasitemia: ci 	del hematocrito y 
los valores de la hemoglobina en g/di de sangre. Antes 
de la inoculación de las dosis de anaplasnias Sc hicie-
ron tres determinaciones de cada uno de los paráme-
tros. 

44. ANALISIS ESTADISTICOS 

Se hizo análisis de varianza observando la dileren 

cia minima significativa (DMS), para comparar la pa-
togenicidad de la infccción de las distintas dosis mo-

culadas, tomando dc los parámetros, los valores mIni-
mos del heniatocrito y de la hemoglohina y los valo-
res niixinios de la parasitcmia y de la temperatura. 

S. RESULTADOS 

Las fluctuaciones de los valores concernientes a los 
paránietrOs en estudio y efectos ci inicos on los grupos 
experinicntalcs inoculados (I. II. III v IV) se suniari-
zan en la tabla I . Los valores proniedios y estad istica-
mente significativos de los iii ismos parametros se con-
signan on la tabla 2: 3: 4: y 5. dcsdc la iniciación del 
periodo patente hasta los dias nis criticos de la in-
feecidn. SOlo se ohservO infecciOn on los grupos II, 
lii y IV (Tablas 1 v 5). En un animal del grupo II 
no se ohscrvO anaplasnia, mientras que on los grupos 
Ill y IV todos los animales se infectaron (Tabla I). 

La parasitemia se detectO a partir del dia 16 post-
inoculaciOn, un dia después de haberse dctectado in. 
cremento de La teniperatUra rectal on ci 69,75 de los 
animales (Tablas I , 2). 

El hernatocrito tuvo un moderado descenso ci dia 
18 post-inoculacion. sin Ilegar a valores sub-norniales 
aLin on los dIIS 22 a 25 periodo on ci cual por mere-
mento de la parasitcinia v rlisminucion del heniatocri-
to, los amniales se observaron ci inicamente inas afec-

tad us. 

La infeceidn de los grupos II y Ill se prescntO mo-
derada y la reacción clinica fue mnaparentc. En ci 
grupo IV la parasitemia tuvo mayor incremento (Ta-
blas 1 y 5) y los animales se observaron ligeraniente 
afeetados durante cuatro dias. pero no fue necesario 
tratar ningOn animal. La infecciOn por anaplasina se 
observO durante cinco senianas en los grupos infecta-
dos (II. Ill y IV) y los paránietros volvieron a los valo-
res normales iniciales 24 dias después de comenzar la 
infecciOn. 

6. DESCUSION 

La condición de una franca infecciOn. producida 

por ci Anaplasnia marginale, sc basa en ci criterio de 
la presentaciOn dc un estado febril acompaflado de 
la multiplieaciófl dcl nlicroorganlSnio en la sangre y 
de cambios inmunohematolOgicos sensihlcs o modera-
dos, dependiendo de La patogcnicidad del anaplasnia, 
del nOmero de microorganismoS inoculados y/o de la 
susceptibilidad del animal. No obstante, inóculos muy 
bajos on nOmero de anaplasmas o cepas atenuadas 
puedcn producir infeccioncs benignas y dificilmente 
apreciables (4; 16: 19). Estas reacciones benignas o 
inaparcfltcs pueden algunas veces no producir una 
fucrte mnmunidad. Pero cuando la infección por ana-
plasmas se detecta observando ci organismo en niveles 
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TABLA 1. Efectos Clinicos y Hematologicos en los grupos experimentales post•inoculaciOn 101;  103; 105  y 107 anaplasmas. 

Grupo I 	 Grupo II 

101  Anaplasmas 	103 Anaplasmas 

16 

0/4 	 3/4 

38,5 ± 0,1 39,8 ± 0,1 

0,1 ± 0,2 
(0,01 - 1,0)" 

32,5 ± 3,0 34,0 ± 1,6 

9,8 ± 0,6 10,3 + 0,7 

32,3 29,8 
32.3 - 30,0)" (31,2 - 28,3)" 

9,7 ± 0,1 9,1 t 0,5 

2,1 4,7 

32,5 ± 1,0 30,8 ,± 1,0 

Grupo lit Grupo IV 

105 Anaplasmas 107 Anaplasmas 

16 16 

4 /4  4/4 

40,6 ± 	0,3 40,7 ±. 	0,5 

0,5 ± 	0,7 0,8 ±. 	1,2 

I 	0,01 - 	2,3)" I 	0,01 - 	5,0)" 

33,3 t 	2,9 33,3 ±. 	1,6 

9,8 ± 	1,0 9,9 0,4 

24,3 22,1 
(24,8 - 23,8)" (24,0 - 	20,1)" 

7,8 ± 	0,1 7,5 ± 	0,5 

10,9 13,6 

30,8 ± 1,0 	30,3 ± 1,7 

OBSERVACIONES 

Per/odo prepatente (dias) 

Animales infectados/inoculados 

- 
X 	Temperatura maxima I

0 
 Cl 

Dias mâs criticos (d a 22 a 25) 

X Parasitemia cide anaplasma 

X Hematocrito/hemoglobina 
el dia do (a inoculacidn Id(a 0) 

X M(nimos hematocrito/ 
hernoglobina dias ms 
cr(ticos Id/a 22 a 25) 

% ReducciOn del hematocrito 

% X Hematocrito final d(a 55 
post -iflocu lac ion 

No se observó anaplasma 

Fluct uac iOn 

TABLA 2. Temperatura 10C): valores absolutos promedios v  singnificancia estadistica en los dias 16 a 27 postinoculación de 
Anaplasma marginale Villavicencio/73. 

DIa GRUPOS EXPERIMENTALES 

post-inoculaciófl Significancia 
deA margina/e I II 	 III IV 

16 38,2 38,5 	 38,4 39,3 0,2100 	NS 

18 38,2 38,7 	 39,3 39,4 0,0208 
20 38,2 39,0 	 39,7 40,3 0,0001 

22 38,5 39,9 	 40,9 41,0 0,0004" 

25 38,6 39,8 	 40,4 40,3 0,0006 
27 38,3 39,4 	 40,0 40,1 0,0005" 

0,01PRF 0,05 

PR .- F 	0,01 

NS 0,05 4 PR F 
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TABLA 3. Hematocrito 1%): valores absolutos promedios y significancia estadstica en los dias 16 a 27 post-inoculaciófl de 

Ariaplasma marginale Villavicencio/73 

Ola GRUPOS EXPERIMENTALES 

post-inoculaciófl 
Significancia 

deA. marginale I II III IV 

16 33,3 34,0 33,3 33,8 0,9607 	NS 

18 33,0 32,8 30,5 30,6 0,3406 	NS 

20 32,8 31,3 27,8 27,8 0,0193 

22 32,3 31,3 24,8 24,0 0,0011" 

25 32,3 28,3 23,8 20,3 0,0001" 

27 32,5 31,5 25,0 25,0 0,0003" 

0,01 . PR . F 1005 

PR-'- F0,01 

NS 0,05 PR F 

TABLA 4. Hemoglobna (g/dl): valores absolutos promedios y significancia estadi'stica en los dias 16 a 27 post-inoculación de 
Ariapiasma marginale Villavicencio/73 

Dia GRUPOS EXPERIMENTALES 

post-inoculación Significancia 

deA. marginale I II 	 III IV 

16 10,2 10,4 	 10,3 10,1 0,9652 	NS 

18 10,1 9,9 	 9,01 9,0 0,1417 	NS 

20 10,0 9,5 	 8,6 8,5 0,0063" 

22 9,6 9,4 	 7,8 7,8 0,0023 

25 9,8 8,7 	 7,7 7,1 0,0002" 

27 9,9 9,7 	 7,7 8,0 0,0002" 

0,01 Z PR --- F0,05 

PR F 0.01 

NS 0,05 . PR . F 

TABLA 5. Parasitemia (%.): valores absolutos promedios y significancia estadistica en los dias 16 a 27 post-inoculación de 

Anap/asma marginale Villavicencio/73 

DIa GRUPOS EXPERIMENTALES 

post-inoculación Significancia 

deA. margina/e I II 	 III IV 

16 0,0 0,003 	 0,003 0,005 0,5174 	NS 

18 0,0 0,03 	 0,03 0,05 0,1608 	NS 

20 0,0 0.05 	 0.6 2,1 0,0216k 

22 0,0 0,2 	 1,1 2,4 0,0197" 

25 0,0 0.4 	 1,6 1,9 0,046 

27 0,0 0,1 	 0,9 1,2 0,0137 

0,01 	PR . F 0,05 

PRF0,01 

NS0,05'-PR F 
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apreciables o indirectarnente por serologIa existe ma-
yor seguridad de que en el animal infectado se forma 
un estado protectivo a reinfecciones posteriores (5; 
16; 17; 18). 

En este experimento de DM1, se consideró en lO 
anaplasmas por cuanto solo a partir de esta dosis to-
dos los animales se infectaron. Como con esta dosis 
de 105  anaplasmas hubo incremento de la temperatu-
ía y cambios hematológicos moderados (Tabla 1), se 
asume también que en algOn grado los animales se 
estimularon inmunológicamente. Si además conside-
ramos que la dosis mas alta utilizada de 107  anaplas-
mas produjo una infección ligeramente mas marcada 
que la dosis de 105  anaplasmas, indica esta condiciOn 
que los sIntomas y cambios hematológicos se incre-
mentan a medida que el nümero de organismos mo-
culados se aumenta. Pero el hecho de que con la dosis 
mas alta inoculada en este trabajo no fue necesario 
tratar ningOn animal, da lugar a pensar que la DM1 se 
encuentra dentro de un adecuado margen de seguri-
dad. Como estudio complementario al presente traba-
jo es indispensable determinar la dosis minima protec-
tiva (DMP), la cual tendrá gran aplicación en la prepa-
ración de "estabilizados" (Dosis estandarizadas de or-
ganismos preservados por congelaciOn en medios crio-
protectivos). 

En esta forma se obtiene infección en la totalidad 
de los animales, se logra generalmente sincronizar el 
perIodo (1; 4; 14; 17), las reacciones clinicas y hema-
tolOgicas son mas benignas (14; 19) y e1 conocimiento 
previo de los dias criticos, si se presentan, permitirá 
tratar oportunamente los animales. 

Se considera que la atenuaciOn natural de la cepa 
de A. marginale Vilavicencio 73, puede deberse a fac-
tores de dilución o reducción de la viabilidad debido a 
la congelacion ya que los parámetros estudiados se 
incrernentaron o disminuyeron en relaciOn directa al 
nOmero de organismos inoculados (Tabla 1). 

7. CONCLUSIONES 

1. La cepa de A. marginale 73, utilizada por via endo-
venosa desde la dosis de 105  anaplasmas y preser-
vadas previamente por congelaciOn en nitrógeno 11-
quido, es una dosis segura para producir infecciOn. 

Con una dosis de 10 anaplasmas que fue la dosis 
mas alta utilizada, los sIntomas fueron ligeramente 
moderados y no fue necesario tratar ningOn animal 
para contrarrestar la infección. 

lncluyendo la dosis minima infectiva (DM1), se re-
comienda estudiar desde que nOmero de anaplas-
mas esta cepa conilere protección. 

8. SUMMARY 
Anaplasma marginale: Evaluation of minimum 
infective dose. 

The isolation made at "La Libertad" experiment 
Station in Vilavicencio of an Anaplasma tnarginale 
strain with some characteristics of natural attenuation, 
stimulated trials aimed to gather information on its 
pathogenicity, the protection confered and its 
minimum infective dose, the latter being the objective 
of this paper. 

A total of sixteen, eight to thirteen months old 
Holstein calves formed four experimental groups 
(1, II, III and IV) of four calves each, which were 
inoculated intravenously with 101,  10, 	and 
107 Anaplasma organisms (Villavicencio isolate) 
respectively. Anaplasma organisms were observed 
after inoculation in none of the calves in group I; 
in three of the calves in group II and in all calves in 
groups III and IV. Parasitemia was first detected 
on day sixteen post-inoculation, one day following 
a rectal temperature raise in 68 .75% of the cattle. 

Packed Cell Volume (PCV) and Hemoglobine 
(HB) decreased lightly from day 18 onwards in 
groups III and IV. However, from days 22 to 25 
when the calves in these groups seemed slightly 
more affected, neither the PCV nor the HB reached 
sub-normal values. Anaplasma infection was observed 
for five weeks; treatment was not required for any of 
the calves and the PCV and HB reached their initial 
values twenty four days after the onset of the infec-
tion. A number of 105  organisms was therefore 
considered as minimum infective dose in this trial 
since that was the minimum dose apparently ensuring 
infection in all the calves. 
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