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Introduccion

La presente recopilacién constituye un
intento de difundir el conocimiento de un
gran problema para la ganaderia de
Colombia, como lo es la entidad
denominada ANAPLASMOSIS. Un
apropiado conocimiento de las
caracteristicas de la enfermedad es
fundamental para poner en practica
medidas de control efectivas. Por tal
motivo, pretendemos hacer una modesta
contribucién al anterior propésito,
mediante la revisiéon de conceptos como
biologia, epidemiologia, patogenia,
inmunologia, control y tratamiento de la
anaplasmosis.

La anaplasmosis hace parte del
grupo de enfermedades parasitarias que
afectan los gldbulos rojos de los bovinos,
junto con babesiosis y tripanosomiasis
que son los hemoparasitos comprobados

en Colombia y constituyen, segun Ristic
(41), uno de los mayores obstaculos a la
produccioén y al rendimiento de las
explotaciones bovinas. La magnitud de
este problema es tan grande que una
disminucién de la enfermedad en un 6%,
podria proporcionar alimento para una
poblacién adicional de 250 millones de
habitantes, segun este autor.

La ganaderia en Colombia ha logrado
un alto grado de desarrollo y cuenta con
un nucleo de animales de alto valor
genético de extraordinario potencial
mejorante. Ademds, existen excelentes
tierras y pastos que permiten sostener e
incrementar la industria. No obstante, el
parasitismo constituye uno de los
mayores problemas para nuestra
ganaderia y se ha opuesto a su desarrollo
porque conlleva factores de ineficiencia

Las pérdidas que la
anaplasmosis produce a la
ganaderia son muy altas y
limitan su desarrollo.



en la produccién. Un 80% de esta
ganaderia pasta en zonas en donde
existen parasitos, ya que las condiciones
climéaticas éptimas que ellos requieren
son las que se dan en las zonas
tropicales y subtropicales inferiores a los
1000 mts. de altitud.

Las pérdidas que ocasiona el
anaplasma se reflejan en la disminucién
de la produccién de carne y leche,
retraso del crecimiento y mortalidad (67),
pérdida de la eficiencia reproductiva por
abortos, infertilidad o esterilidad y
disminucién de la natalidad. Ademas limita
la introduccién de razas puras mejorantes
en zonas endémicas.

Vizcaino (64), afirma que las
estadisticas demuestran que la mortalidad
por hemoparasitos va de 0.2 a 2.7% en
adultos y de 0.6 a 4.3% en jovenes.
También cita un estudio de la FAO en el
qgue se afirma que las pérdidas de la
ganaderia en Colombia se deben en un
35% a ectoparasitos y en 15% a
endoparasitos. Ilgualmente menciona un
estudio del Ministerio de Agricultura en el
que se establece que la mortalidad por
hemoparasitos en el pais es del 1.3%.

Cuberos (18), afirma que en los hatos
de la Costa Atlantica, bajo Magdalena,

bajo Cauca y Llanos Orientales es posible
encontrar de 10 a 15% de las vacas en
ordefio con los sintomas de anaplasmosis,
especialmente después del parto y
cuando los efectos del verano son mas
severos. En ocasiones, el porcentaje de
vacas afectadas puede llegar al 30%.

La mortalidad por anaplasmosis en
animales susceptibles puede llegar al
50% y las pérdidas en produccion de
leche en un periodo de lactacién pueden
ser de 26% y de 31% en produccion de
grasa. Vizcaino (67) menciona estudios en
los que vacas que padecieron la
enfermedad, perdieron 605 litros de leche
en un afio de produccién, comparados
con vacas sanas y que novillos
susceptibles introducidos en dreas
endémicas tuvieron una mortalidad de
40% vy los que se recuperaron perdieron
38 kg., comparados con los no afectados.

Las grandes pérdidas econémicas y
los problemas epidemiolégicos para su
control, hacen que la anaplasmosis se
constituya en un problema mayor para la
ganaderia Colombiana y requiera grandes
esfuerzos e inversiones para conocerla
mas precisamente y formular planes
eficientes de control.




Propiedades Biol6gicas

del Anaplasma

EI micro-organismo fue inicialmente
descrito por Theiler (1910) como un
cuerpo puntiforme, presente en los
eritrocitos de bovinos africanos que
padecian anemia infecciosa aguda. Con
base en las caracteristicas de tincién, el
investigador concluyé que el agente
carecia de citoplasma, por lo que usé el
término “‘anaplasma’’ y marginale para
designar su ubicacién dentro del
eritrocito.

El anaplasma esté clasificado
actualmente como una rickettsia. Smith y
Kilborne a fines del siglo pasado, después
de demostrar que la Fiebre de Texas era
transmitida por picadura de garrapatas,
advirtieron la presencia de pequefios
corpusculos en el borde de los glébulos
rojos en casos de una forma atenuada de
la Fiebre de Texas, considerada como
una forma evolutiva de la babesia. (18)

El Anaplasma marginale es un
cuerpo de inclusién compuesto de 1 a 8
cuerpos iniciales. El cuerpo inicial puede
ser redondo u oval y mide de 0.3 a 0.4
micras de diametro y esta incluido en una
doble membrana. No se le ha detectado
una estructura nuclear definida.
Semejanzas morfolégicas, metabélicas,
bioquimicas y serolégicas indican que
anaplasma se parece mas a rickettsias
(Eperithrozoon y Hemobartonella) que a
protozoarios. El cuerpo de inclusién es
similar al del grupo psitacosis-
linfogranuloma venéreo. (43)

Se han reportado referencias sobre
la presencia de apéndices parecidos a
colas pegadas al cuerpo del anaplasma,
mediante contraste de fase y

fluorescencia. Estudios serolégicos
revelan que el apéndice es un organismo
distinto al anaplasma. Se ha especulado
que es un protozoario flagelado, cuyo
citoplasma no puede ser coloreado.
También se ha mencionado que se trata
de una organizacién de material protéico
eritrocitico caracteristico del bovino. A
este micro-organismo se le ha
denominado Paranaplasma caudata. Lo
que si se ha definido claramente es que
las cepas sin P. caudata son mejores
antigenos. (43)

Un seguimiento diario de sangre
bovina infestada con anaplasma en forma
experimental (42), permitié6 mediante
microscopia electrénica y anticuerpos
fluorescentes, establecer las fases de
desarrollo del anaplasma que son 4,
dentro de los glébulos rojos, a saber:

1. Un estado temprano en el que los
cuerpos iniciales, dentro o fuera del
eritrocito, estdn muy préximos a la
membrana y aparecen después del dia 6
post-infeccién y su numero se incrementa
en los 3 dias siguientes.

2. Estado de poblacién mixta de
cuerpos iniciales y cuerpos marginales.
Muchos cuerpos iniciales tienden a
permanecer cerca de la membrana,
algunos se despegan y quedan libres en
el citoplasma. Los cuerpos marginales
contienen hasta dos cuerpos iniciales. Va
del dia 10 al 15 post-infeccién.

3. Estado de crecimiento vigoroso y
transferencia. Va del dia 15 al 19 post-
infeccién. Hay transferencia de cuerpos
iniciales y marginales a eritrocitos




adyacentes. Los cuerpos marginales
contienen varios cuerpos iniciales. Se
aprecian formas libres en el plasma de
diferente tamano.

4. Estado de multiplicacién masiva. El
pico de multiplicacién ocurre desde el dia
19 al 20 post-infeccioén y se mantiene
durante dos semanas, con predominio de
cuerpos marginales que contienen de 6 a
8 cuerpos iniciales.

La multiplicacién de los cuerpos
iniciales se lleva a cabo por el proceso de
fisién binaria.

Una caracteristica del Anaplasma
marginale, es tener una gran variabilidad
de compoertamiento, desde el punto de
vista antigénico y en su virulencia, ya que
se conocen cepas altamente virulentas
hasta cepas apatégenas.

La infectividad del Anaplasma
marginale se pierde por calentamiento a
50°C durante 50 minutos.

El anaplasma penetra el glébulo rojo
por reofagocitosis que es un proceso que
involucra la invaginacién de la membrana
citoplasmatica y subsecuente formacion
de una vacuola (40).




Epidemiologia
Prevalencia

La prevalencia aumenta a medida que
aumenta la temperatura y disminuye la
altitud.

Diferentes estudios de prevalencia en
Colombia, llevados a cabo mediante
pruebas de laboratorio (fijacién de
complemento, aglutinacién en tarjeta y en
tubo capilar, anticuerpos fluorescentes,
precipitaciéon en gel), demuestran que
anaplasmosis es una enfermedad
endémica en las regiones tropicales y
sub-tropicales. En las regiones en donde
aparece mayor prevalencia de reactores
positivos, es menor el nimero de casos
clinicos. A esta situacion se le conoce
con el nombre de estabilidad enzodtica.

En climas muy célidos y tierras
bajas, la prevalencia puede ser casi del
100%, contrariamente en zonas altas y
frias como la Sabana de Bogota (2.600
m. y 14°C) la prevalencia es del 3%.

A continuacién se mencionan varias
investigaciones sobre prevalencia,
realizadas por diferentes autores y citados
por Betancourt (7).

Una de las zonas del pais con mayor
numero de reactores positivos es la zona
de Cordoba con un 90%. En el Valle se
han establecido prevalencias del 60%,
Llanos Orientales 72%, Antioquia (region
del Nus) 50%, Costa Atlantica en general
mas de 90%. (7)

La estabilidad enzodtica en zonas de
alta prevalencia esta directamente
relacionada con la tasa de inoculacién de
anaplasma por parte de los vectores.

En zonas de alta prevalencia, la
primo-infeccion tiende a ser en animales
muy jovenes. En Cdrdoba, la primo-
infeccién se presenta entre las 4 y 24
semanas de edad de los animales, con
promedio a las 11 semanas. En las dos
semanas siguientes se aprecia un
descenso del hematocrito y se vuelve a
normalizar 4 a 6 semanas después de la
infeccion. Los animales no presentan
sintomas clinicos. En esta regién del pals,
la mayor parte de las infecciones ocurren
de los 4 a los 5 meses y se observa
mayor prevalencia de seroconversiones
positivas en jévenes que en adultos. El
ndimero de animales con parasitema es
mayor en los grupos menores de un ano
que en los mayores. En otras regiones del
pais con menor estabilidad enzodtica, la
prevalencia de seropositividad es mas alta
en los grupos de mayor edad. Por
ejemplo, para gruposde 1a6,7a 12y
13 a 24 meses, se encontraron
seroconversiones de 10, 55 y 73%
respectivamente en el Valle del Cauca y
68, 80 y 70% en los Llanos Orientales. En
Turipand (Monteria) se encontrd 74% de
seropositividad en menores de un ano,
14% en el Nus (Antioquia), 32% en
Palmira y 28% en La Libertad
(Villavicencio). En general, bajas
prevalencias causan inestabilidad
enzodtica. (7) (63) (65) (67)

Debido a las variaciones de clima en
Colombia, la relacién entre parésito y
época del afno, no esta bien definida. Los
investigadores han encontrado alguna
relacion en La Libertad, El Nus y Palmira.
En los Llanos Orientales se encontro un
aumento de los titulos IFAT (Anticuerpos
Fluorescentes) contra anaplasma y
babesia durante la estacidn seca; sin



embargo, en la costa se presentaron
seroconversiones mas altas durante la
época lluviosa. (7)

El hematocrito post-infeccion es mas
alto en animales Cebu que en Bos taurus;
asi mismo, es mayor en ganado de carne
que en ganado de leche.

Los titulos, mediante fijacién de
complemento, fueron mas altos en
Holstein que en Cebd, lo cual sugiere una
mayor actividad del anaplasma en éstos.

la presentacién de anaplasma en grupos
de terneros Cebu por criollo con terneros
Cebu por otras razas exéticas (Pardo
Suizo, Holstein, Simmenthal) y encontré
que la proporcién de terneros infectados
con A. marginale fue mayor en todas las
edades, en las fincas con mas alto
mestizaje de razas exdticas,
particularmente en los bovinos mas
jovenes, lo cual supone un mayor desafio
de anaplasma en éstos. También encontro
que la primera parasitemia es mas alta y
mas prolongada en este grupo que en los

En zonas en donde la poblacién de vectores es muy alta y de dificil control, se presenta una alta tasa de inoculacién

de anaplasma y mayor estabilidad enzodtica para esta enfermedad.

En cuanto a prevalencia por tipo de
explotacion, un estudio en el Valle del
Cauca encontrd prevalencias de 45% en
bovinos lecheros, 73% en explotaciones
de doble propésito y 88% en ganado de
carne y el numero de frotis positivos fue
de 17% en ganado de carne y 95% en
bovinos de leche. La diferencia se debe a
que los bovinos en produccién de leche
utilizan sistemas de crianza de terneras
con menor exposicion a los vectores, hay
uso mas frecuente de garrapaticidas, se
hace mejor control de moscas picadoras
y hay més rotacion de potreros. (7) (64)

Un trabajo realizado en Cérdoba por
Otte, citado por Betancourt (7), compara
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Cebu por criollo y la mortalidad por
anaplasmosis fue de 0.44% en los
terneros Cebu por criollo y 1.15% en los
Cebu con predominio de genes lecheros.

Vizcaino (65) reporta que
temperaturas de 32°C, humedad relativa
de 85 a 90%, altitudde 0a 13 m.y
suelos arenosos, son los factores
climaticos que favorecen la prevalencia.
Sin embargo, en la Costa Atlantica, a
pesar de ser epidemiolégicamente
estable, se han observado casos agudos,
especialmente en terneros que nacen
después de veranos muy prolongados.
(67)




Paranaplasma caudata tiene
prevalencia en gran parte del pais. (67)

En areas tradicionalmente endémicas
se pueden presentar casos agudos (67)
(65), cuando se introducen bovinos
infestados con garrapatas portadoras de
cepas inmunoldgicamente diferentes.
Cuando los animales nacen en época de
baja poblacién de garrapatas y en
veranos prolongados o con précticas de
banos garrapaticidas frecuentes, se puede
presentar la enfermedad en forma aguda,
especialmente en animales jévenes.

Transmision

En Colombia se han realizado pocos
estudios relacionados con transmisién de
anaplasmosis.

Una vez que el bovino se recupera
de la primo-infeccién, permanece como
portador durante un tiempo considerable y
la oportunidad de contaminar vectores es
permanente.

Aun es muy discutido el papel del
Boophilus microplus en la transmision del
anaplasma. Como garrapata de un solo
huésped no juega ningun papel como

El instrumental contaminado con sangre infectada es una
importante forma de transmisién de anaplasmosis.

La transmisién biolégica del Anaplasma marginale se hace a
través de la garrapata Boophilus microplus.

transmisor mecanico, a menos que
algunas larvas o ninfas se desprendan y
vuelvan a parasitar otro animal. Es
probable que exista la transmisién trans-
ovarial, mediante la cual, los anaplasmas
se multiplican en el intestino de la
garrapata, invaden el ovario y los huevos
y larvas alli originados quedan
contaminados con anaplasmas. Esta
forma de transmisién ha sido muy
cuestionada, se han hecho muchos
intentos de reproducirla
experimentalmente, pero pocos han tenido
éxito, por lo que se ha dicho que algunas
cepas se adaptan a esta forma de
transmisién y otras no. De tal forma que
no hay informacién concluyente al
respecto. No obstante, G. Lépez y O.
Vizcaino lograron demostrar la
transmision trans-ovérica utilizando
infestacién en larvas de la F1 y la F2 para
transmitir el parasito. (43) (7)




Las moscas picadoras (Stomoxys, Haematobia y Tabanus) en
muchas regiones son el vector mds importante de Anaplasma
marginale.
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Otros vectores mecéanicos son los
insectos picadores entre los que se
encuentran las moscas Stomoxys
calcitrans y Lyperosia (Haematobia)
irritans, los tabanos Tabanus y Chrysops,
Aedes y los mosquitos Simulium. (7)

Las garrapatas de 2 y 3 huéspedes
pueden actuar como vectores mecanicos.
Se han identificado méas de 20 especies
que cumplen este papel. En Colombia la
segunda garrapata en importancia es
Amblyomma cajennense, de tres
huéspedes, pero su papel en la
transmisién de anaplasma es limitada
segun Loépez (64).

Otra forma de transmisién mecanica
es a través de instrumental contaminado
que se utiliza en operaciones como
vacunacion, vermifugacion masiva,
implantes, cirugia, descorne, etc.




Patogenia

Segﬂn Ristic (45) el anaplasma es un
pardsito intra-celular exitoso porque
regula su crecimiento y demanda al
huésped sin exceder los limites tolerables,
ya que penetra los eritrocitos y se replica
sin causar dafo letal a la célula huésped
y la penetracién al eritrocito se hace
evitando dafos irreparables a la
membrana celular. Se ha indicado que el
parasito sale del eritrocito, sin producir
lisis celular, lo cual se evidencia, segun
Ristic (43), porque la
deshemoglobinizacién del eritrocito, que
produce el anaplasma, es muy inferior a
la que producen protozoarios como
Plasmodium y babesias, cuyo
metabolismo es més vigoroso. Se
establecié que animales infestados por
estos pardsitos tienen una rata de
respiracién de la sangre 10 veces
superior a la sangre normal, mientras que
en anaplasmosis es aproximadamente el
doble.

La remocién de los micro-organismos
de la circulacién se hace mediante
fagocitosis del eritrocito completo que ha
sido infestado.

La severidad de la anaplasmosis es
muy variable y depende de la edad de los
animales afectados, la susceptibilidad y la
raza. Ademés, factores como estrés y
nutricién juegan un papel importante.

Segun Jones y col. (24), la
parasitemia, la intensidad de la anemia y
la duracién de la parasitemia patente,
estan directamente relacionados con la
edad del huésped. Aunque los bovinos de
todas las edades son susceptibles a la
anaplasmosis, los casos fatales son mas
frecuentes en adultos. Para Uliemberg

(62) en situaciones enzodticas, los
terneros jovenes que son menos
susceptibles que los adultos quedan todos
infectados y ocasionalmente pueden
padecer anemia cuando son Bos taurus,
pero sin padecer verdaderamente la
enfermedad.

Searl (51) sostiene que los terneros
son 10 veces mas resistentes que los
adultos y que los terneros menores de 6
meses, muy rara vez muestran sintomas,
debido a que poseen un porcentaje mayor
de volumen de médula ésea y mayor
actividad hematopoyética.

Para Ristic (45) la enfermedad puede
ser ligera en animales menores de un
afo, aguda pero raramente fatal en
animales de 1 a 2 afos, aguda y
ocasionalmente fatal en animales hasta
de 3 anos y sobre-aguda y
frecuentemente fatal en bovinos mayores
de 3 afos, dependiendo del curso de la
enfermedad.

Roby y col (46) encontraron que los
terneros esplenectomizados alcanzan un
grado de susceptibilidad similar a los
bovinos adultos no esplenectomizados.

Wilson y Trueman (68) estudiaron la
relacién entre anaplasmosis y nutricién.
Afirman que buenas condiciones
nutricionales aumentan la resistencia a
las enfermedades parasitarias y
bacterianas, mientras que en estas
mismas condiciones la resistencia a los
virus es variable. En su estudio simularon
una nutricién deficiente y encontraron que
estos animales, clinicamente padecieron
la enfermedad con menor severidad que
los animales bien alimentados, aunque
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Los animales |évenes son mds resistentes a la anaplasmosis
que los adultos.

reconocen que el plano nutricional
utilizado se caracterizd por una reduccion
del consumo energético, sin alcanzar a
producir deficiencias especificas, por
ejemplo, no hubo depresién de los valores
normales de las proteinas plasmaticas, no
obstante que la recuperacién del
hematocrito en estos animales fue mucho
mas lenta que en los animales
normalmente alimentados. Los autores
atribuyen los resultados a que el
Anaplasma marginale presenta grandes
requerimientos de aminoacidos para su
desarrollo y una deficiencia puede inhibir
su multiplicacién.

En Colombia, la situacién puede ser
algo diferente. Es claro que durante los
veranos prolongados, con malas
condiciones nutricionales, aun en zonas
enzoGticamente estables, aparecen brotes
de anaplasmosis en animales poco
susceptibles, como seria el caso de Bos
indicus adultos, que padecen la
enfermedad mas frecuentemente en
forma sub-aguda o crénica y su causa es
una seria disminucién de proteina y
energia con graves consecuencias sobre
la eficiencia del sistema inmune, cuyo
funcionamiento en los elementos
humorales y celulares se deprime
notoriamente,
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Es indudable que el estrés tiene gran
importancia en la patogenia de la
enfermedad, especialmente en animales
susceptibles, por ejemplo, Bos taurus
puros de alta produccién de leche.
Cualquiera que sea la causa del estrés, el
metabolismo incrementado se desvia
hacia la preservacién de las funciones
esenciales a costa de la inhibicién de
funciones no esenciales como produccion
y sistema inmune.

Como se vera mas adelante, los
estados de hipoxia e hipotensién,
sumados a las lesiones nerviosas y
cardiacas, hacen que un animal afectado
sucumba rapidamente cuando es
sometido a cualquier tipo de tension,
como manipulacién para tratamiento o
movimiento prolongado.

La anemia que se produce durante la
anaplasmosis es de tipo hemolitico auto-
inmune y se clasifica como anemia
macrocitica hipocrémica, con anisocitosis,
poiquilocitosis, policromatofilia y
reticulocitos circulantes. En casos
severos, el recuento eritrocitico puede
llegar a 1.5 millones por mms3, el
hematocrito puede bajar del 10% vy la
hemoglobina se disminuye hasta
1.5 g / 100 cc. Como consecuencia, el
Volumen Corpuscular Medio (VCM) y la
Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) se
encuentran aumentados y la
concentracion de Hemoglobina (CHCM)
puede estar normal o disminuida. La
evoluciéon de los parametros sanguineos
en animales con anaplasmosis, incluyendo
el mielograma, se puede apreciar en el
cuadro No. 1

La destruccion de hematies se
produce en fagocitos fijos en los cordones
esplénicos, dado que el bazo tiene una
sensibilidad especial para reconocer
glébulos rojos alterados. Aunque la
capacidad hepatica para llevar a cabo
lisis eritrocitica en presencia de




Cuadro No. 1
Mielograma de un Ternero Infectado con Anaplasma (27)
TIEMPO EN DIAS l
0 +5 +9 +12 +14 +18 +19 | +21 +23 | +34

Eritrocitos Infectados % 0 0 0 1 8 18 23 0 0 0
Recuento de Eritrocitos mill./ec 6.49 7.46 - B.64 6.72 7.84 3.44 1.47 2.00 3.36
Hematocrito % 28 35 ar ] 34 28 10 17 20 N
Hemoglobina g/100 cc. 7.7 10.7 10.7 10.7 10.3 83 25 16 50 9.3
Volimen Corpuscular Medio 431 46.9 = 44.0 50.5 35.7 291 | 1156 100 92.2
Hemoglobina Corpuscular Media 1.8 143 - 12.4 15.3 10.6 7.27 | 109 250 | 27.7
Reticulocitos % 0 0 0 0 0 0 5 1 25 15
Fijacién de Complemento =) ) ) ) 4+ 44 4+ 4+ 4+ 4+
Mielograma

Rubriblastos 1 0.5 - - 1.5 25 0 0 0 0.5

Prorubricitos 8.0 7.5 - - 45 120 13.0 9.0 6.0 45
Rubricitos

Basofilicos 8.0 125 - - 14.0 9.5 9.0 13.5 11.0 6.0

Policrémicos 10.0 7.0 - - 11.5 10.0 5.0 14.0 8.5 5.5

Normocrémicos 9.0 7.0 - - 13.0 10.0 25 7.5 8.0 6.5
Metarubricitos 1.5 7.5 - - 10.0 125 85 8.0 210 | 255
Total Células Eritrociticas 475 420 - - 54.5 56.5 38.0 | 520 545 | 485
Linfocitos 11.0 55 - - B85 10.0 13.0 | 13.0 135 135
Monocitos 50 7.0 - - §5 7.5 145 6.5 a5 85
Mieloblastos 0 1.0 - - 1.0 1.5 0 0 0 o
Progranulocitos 25 1.0 - - 1.0 3.0 20 0.5 3.0 20
Mielocitos

Neutrofilicos 50 6.0 - - 3.0 6.5 1.5 2.5 3.0 25

Eosinofllicos 25 0.5 = - 0.5 1.5 o 1] 0.5 1.0
Metamielocitos

Neutrofilicos 6.5 20 - - 6.0 25 25 3.0 30 25

Eosinofilicos 35 1.5 - - 3.5 0.5 0 0 15 0
Bandas

Neutrofilicos 7.5 16.5 - - 95 35 6.0 25 55 5.5

Eosinofilicos 20 1.0 - - 0 1.0 0 0 0.5 1.0
Segmentados

Neutrofilicos 25 8.5 - - 3.0 3.0 185 | 11.0 35 7.5

Eosinofilicos 0 0 - - 0 0 0 0 0 05
Total Células Granulociticas 320 38.0 - - 27.5 23.0 305 | 19.5 205 | 225
Misceldneos y Células
no Clasificadas 45 75 - - 4.0 3.0 4.0 8.0 B.O 6.0
Relacién Mieloide/Eritroide

alteraciones hemoliticas es limitada, en el liberan grandes cantidades de hierro, que
caso de anaplasmosis puede aumentar su tedricamente deberia utilizarse en la
capacidad destructora de glébulos rojos. produccién de glébulos rojos nuevos, pero
Por este motivo, en anaplasmosis no se los mecanismos de utilizacion no se
presenta hiperhemoglobinemia ni activan tan rapidamente y la tasa de
hemoglobinuria. destruccién supera ampliamente a la tasa
de produccion, lo que conduce a tener

De acuerdo con Kreir (27) a causa niveles sanguineos aumentados de hierro.

de la intensa destruccién hematinica, se Normalmente en el organismo no se
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encuentra hierro libre, y cuando existe,
puede causar toxicidad. El 70% del hierro
corporal se encuentra como hemoglobina,
el 25% se almacena como ferritina y
hemosiderina en bazo, higado y médula
osea, el 3% esta presente en la
mioglobina y el 0.5% hace parte de
algunas enzimas y principalmente de la
transferrina plasmatica, que es la forma
de transporte del hierro (53); ademas el
hierro libre estimula el crecimiento de
algunas bacterias. La practica de aplicar
hierro durante la anaplasmosis es
absolutamente contraindicada porque
puede llegar a causar toxicidad.

Otra consecuencia de la hemolisis es
la ictericia. En condiciones normales, la
destruccion eritrocitica hace que la
hemoglobina libere el hierro, una proteina
(globina) y se transforme en bilirrubina,
que al llegar al higado se conjuga con el
acido glucordnico para formar el pigmento
biliar mas importante. Como consecuencia
de la crisis hemolitica, hay gran
produccién de bilirrubina que no alcanza
a ser conjugada en el higado y produce
hiperbilirrubinemia e ictericia.

La inflamacién, que es una reaccién
de los tejidos vivos a la agresién de gran
variedad de estimulos, es un estado
dinamico en constante cambio,
caracterizado por una cascada de
fendmenos celulares y humorales, con un
componente inmunoldgico, incluyendo los
desencadenados por estimulos no
antigénicos. Normalmente, la inflamacion
es un proceso autolimitado que termina
cuando los factores desencadenantes son
eliminados. En algunas ocasiones el
proceso inflamatorio pasa de ser un
mecanismo protector a ser inductor de
lesiones graves, como en el caso de la
anaplasmosis, en la cual, los fenémenos
inmunitarios y autoinmunitarios conllevan
una secuencia de efectos que conducen a
la muerte del animal. En términos
generales, los mediadores quimicos
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liberados durante el proceso producen

profundas alteraciones hemodinamicas,
como vasodilatacién y caida de presion,
que sumados al estado generalizado de
hipoxia, producen un shock irreversible.

La presencia de anaplasma y la
ausencia de inmunidad protectora, induce
una reaccioén de hipersensibilidad tipo II,
con intervencion del complemento,
liberacién de mediadores quimicos y
radicales libres.

Segun Serrano (52), uno de los
hallazgos constantes en anaplasmosis, es
una hipotensién e hipoxia. La reaccion
inmune produce aumento de la liberacién
de histamina hasta en un 80% vy de
serotonina en un 40 a 50%. Estas aminas
producen vasodilatacion, aumento de la
permeabialidad capilar e hipotensién,
principalmente la histamina. La serotonina
igualmente produce hipotensién.

El citado autor menciona que no se
ha establecido el papel de la bradikinina,
el hipotensor més potente de los
autacoides en la anaplasmosis, que
ademads produce edema, dolor y aumenta
la liberacién de histamina. La activacion
del complemento estimula el factor
Hageman, la agregacién plaquetaria y la
cascada de la coagulacion, no solamente
por el factor Hageman, sino también a
través de las anafilotoxinas C9 y C3b, lo
que conllevaria un incremento de la
formacién de bradikinina. La agregacion
plaguetaria ha sido fuertemente
estimulada, favoreciendo la estasis
vascular, aumento del fibrindgeno y
agregacion eritrocitica.

En la segunda fase de la reaccién,
diferentes estimulos conducen a la
biosintesis de acido araquidénico, a partir
de los fosfolipidos de las membranas
celulares, formando prostaglandinas y
tromboxanos por la via de las ciclo-
oxigenasas, mas leucotrienos por la via




de las lipo-oxigenasas. Estas sustancias
son vasodilatadores, quimiotaxicos,
producen edema, sensibilizan al dolor,
sinergizan la bradikinina e histamina y
aumentan la hipotension.

La hipoxia conduce al metabolismo
anaerobio con acumulacién de 4cido
lactico y acidosis metabdlica. La sintesis
de prostaglandinas a partir del acido
araquidénico y la activacion de la
fagocitosis conllevan produccién de
radicales libres: anién superéxido,
peréxido de hidrégeno, radical hidroxilo y
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oxigeno atémico, cuyo efecto se
manifiesta por una gran citotoxicidad a
nivel de membranas celulares, proteinas y
acidos nucléicos, alterando
profundamente el metabolismo celular y
produciendo muerte de las células. La
respuesta inflamatoria se amplifica
mediante el incremento de la activacion
de la formacién de prostaglandinas y
tromboxano, aumentando la agregacién
plaquetaria, la permeabilidad capilar

y el edema.

La fagocitosis masiva de eritrocitos
aumenta la liberacién de enzimas

lisozomicas que aumentan el dano tisular.
En este estado, el animal enfrenta una
situacion de deshidratacion, anemia,
hipotensién, hipovolemia, anoxia, acidosis,
hipoglicemia, dafio cardiaco y hepatico
que lleva al shock irreversible y mortal.

De otra parte, el exceso de histamina
y prostaglandinas hacen que se préesente
éstasis ruminal.

El estado de anemia profunda,
debido a la anoxia generalizada, produce

Manipulaciones y maltrato
causan estrés muchas veces
mortal en animales con
anaplasmosis aguda.

acumulacién de sustancias téxicas en
varios tejidos parenquimatosos, es
frecuente la degeneracion grasa y la
tumefaccion turbia. La anoxia también
produce dafos en el endotelio capilar, por
lo cual, existe tendencia a las
hemorragias. (26)

Los 6rganos més afectados por la
anoxia son el corazén, el higado y el
sistema nervioso central. En el corazén se
presenta degeneracion grasa del
miocardio; también puede aparecer
tumefaccién turbia que se manifiesta por
friabilidad del tejido. Estas lesiones son
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difusas e inespecificas. El dafio cardiaco
produce pulso répido e irregular y
debilidad muscular. En el higado se
presenta degeneracién parenquimatosa y
necrosis centrolobulillar poco llamativa,
pero puede ser causa de insuficiencia
hepatica, pero sin sintomas. Todas las
funciones metabdlicas y de
destoxificacién que se llevan a cabo en el
higado, quedan inhibidas. Al cesar la
causa, se puede producir restituciéon
completa del tejido y regeneracion con
rapidez. (26)

Las neuronas y la oligodendroglia son

las céluias mas sensibles a la anoxia. La
sustancia gris lleva a cabo una intensa
actividad metabdlica con gran
dependencia del oxigeno. Cuando la
anoxia es aguda, produce lesiones
corticales y cuando es leve o crénica,
necrosis de la sustancia blanca precedida
de edema. La reaccion es regionalizada y
presenta amplias variaciones, algunas
zonas permanecen intactas, otras con
leucomalacia y otras con poliomalacia. La
necrosis neural va seguida de reparacion
glial. (26)

Kennedy (26) dice que las
manifestaciones centrales en
anaplasmosis se deben en parte a la
anemia y a una isquemia local por
replesion y sedimentacion en los vasos
cerebrales que estan llenos de eritrocitos
infectados. Parece que la sangre capilar
tiende a contener los glébulos rojos
parasitados. Esta lesion cerebral es
mucho mas evidente en los casos de
babesiosis.

Se sobreentiende que animales en
fase aguda de anaplasmosis son
altamente susceptibles a la tensién o al
estrés, que conlleva una sobrecarga no
soportable, produciendo la muerte por
falla cardfaca.
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Sintomas

Los sintomas de anaplasmosis son
extremadamente variables y dependen de
gran cantidad de factores diferentes:

Uno de los sintomas mas frecuentes en anaplasmosis es
anemia que se manifiesta por palidez de todas las mucosas
y la consistencia de la sangre es muy liquida o acuosa.

1. Virulencia de la cepa de anaplasma
2. Caracteristicas antigénicas

3. Edad del huésped

4. Raza

5. Condiciones nutricionales

6. Susceptibilidad

El periodo de incubacidn varia desde
15 a 90 dias, pero es mas frecuente entre
28 y 45 dias. La enfermedad se presenta
en forma sobreaguda, aguda, sub-aguda
cronica y sub-clinica.

La forma sobreaguda es la mas
severa y usualmente fatal; se presenta en
animales puros o en vacas con alta
produccién de leche. Se observa
respiracion rapida, salivacién, anemia,
suspensién de la producciéon de leche,
fiebre, depresién, inapetencia y pueden
presentarse sintomas de tipo nervioso o
comportamiento irregular. Los animales




muerte se presenta en una a tres
semanas. Los animales se recuperan
lentamente. En la forma subaguda los
sintomas son similares pero con menor
intensidad, aunque los animales persisten
resentidos durante largo tiempo y la
recuperacion es muy lenta. Animales
sometidos a movimiento o manipulacion
en este estado, mueren.

La presentacién cronica
generalmente es consecuencia de un
episodio agudo o subagudo. En este caso
se nota anemia, ictericia, fiebre ligera,
inapetencia, deshidratacién, debilidad,
persiste la pérdida de peso y puede llegar
a emaciacién con edemas hidrémicos.
Los animales mueren o se recuperan en
3 0 4 meses.

g : La forma subclinica es la mas

La constipacién resulta de la retencién biliar, fiebre alta y benigna y afecta generalmente animales

parélisis de la panza. en zonas enzootticas, normalmente poco
susceptibles. Frecuente en el Bos indicus.

de esta forma afectados, sobreviven 1 a 3 Se caracteriza por pérdida de peso, mal

dias después de la aparicién de los estado general, debilidad, anemia, en
sintomas. (45) ocasiones con ictericia y deshidratacion.

La forma aguda es mas frecuente y y
afecta a animales susceptibles, Lesiones
generalmente Bos taurus que no han
estado en contacto con la rickettsia. Los
sintomas aparecen inesperadamente, sin
evidencia previa de enfermedad y son
extremadamente variables. Los més
frecuentes son: anemia severa que se
manifiesta por palidez de las mucosas,
sangre delgada y acuosa, ictericia,
indiferencia, debilidad y postracion,
inapetencia, deshidratacion, fiebre que
llega a 40 o 41°C, cese de la rumia,
constipacién, disminucién de la
produccién de leche, disnea, pérdida
severa de peso, lagrimeo, temblores
musculares, orina de color oscuro,

excitabilidad, agresividad y sintomas ol shrodeand o s Somp =S5

nerviosos que pueden ser semejantes a la diferencia con higado normal.
rabia, aborto, infertilidad en toros. La
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El cuadro anatomo-patoldgico en
anaplasmosis es el caracteristico de una
anemia hemolitica: Sangre acuosa,
ictericia en todas las mucosas,
esplenomegalia, el érgano esta blanco,
oscuro y de un tamaro 2 a 3 veces del

normal, corazén dilatado, palido y friable.

petequias en epicardio y pericardio,
pulmones andxicos, edematosos con
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} La anoxia tisular se
manifiesta especialmente en
el miocardio. En esta foto se
compara un corazdn sano
con uno de un animal con
anaplasmosis aguda,

enfisema y presencia de espuma en
traquea y bronquios. El higado puede
estar pélido o caoba, moteado, ictérico,
vesicula biliar distendida con moco y llena
de bilis espesa, nédulos linfaticos
oscurecidos, edematosos e inflamados.
Rifén pélido y grasoso, efusiones serosas,
musculos pélidos, presencia de bolos
fecales endurecidos cubiertos de moco.




Respuesta - Inmune

Se han aislado dos antigenos de
Anaplasma marginale, un exoantigeno
soluble y otro no soluble, obtenido de
suspensién de cuerpos iniciales, es decir,
subunidades de cuerpos marginales,
mediante ruptura ultrasénica de los
eritrocitos infectados. El antigeno soluble
es de naturaleza lipoprotéica, activo
serolégicamente en un sistema de gel-
precipitacién en micro-agar (64) (45). El
antigeno no soluble es particulado o
figurado y se usa en la aglutinacion en
tubo capilar. Ultimamente, Ristic (45)
reporté la obtencién de un antigeno
proteinaceo, obtenido de eritrocitos
lisados, estudiado mediante agar-gel
difusion.

No se demostraron diferencias
antigénicas entre anaplasmas virulentos y
atenuados en pruebas de agar-gel
precipitacién e inmuno-electro-foresis,
cuando se enfrentaron antigenos solubles
y anti-sueros especificos.

Respuesta a la Infeccion.

Carson, Sells y Ristic (10) plantean que
los parésitos dan 3 tipos de respuesta:

1. Ausencia de respuesta inmune
efectiva. El pardsito puede estar presente
en el huésped de por vida. Tal como la
enfermedad de Chagas en humanos.

2. Respuesta inmune efectiva
asociada con la persistencia del parasito,
presente en bajos niveles: PREMUNIDAD.
Ejemplo: anaplasmosis, babesiosis.

3. Respuesta efectiva, eliminacion del
parasito y resistencia continua al desafio.

En el caso de anaplasmosis, inducir
una respuesta inmune es esencial para la
sobrevivencia del huésped, pero éste a su
vez, proporciona un mecanismo de
continua sobrevivencia y transmision al
parasito. Este estado balanceado
huésped-parésito se ha denominado
simbiosis tolerante, que le permite al
anaplasma persistir y transmitirse y al
huésped desarrollar proteccion contra
organismos homoélogos en el ambiente.
(45) El parasito utiliza mecanismos que le
permiten evitar su destruccion en un
ambiente hostil dentro del huésped.

El anaplasma es un parasito
intracelular estricto, por lo que se protege
bien contra el efecto directo de los
anticuerpos. Estos son especificos y no
especificos, los Ultimos son las
autohemaglutininas y opsoninas que
reaccionan con antigenos no parasitarios
como eritrocitos intactos o tratados con
tripsina, libres de anaplasma. Son
antinucleares, anticardiolipina,
antigamaglobulina humana, semejando al
factor reumatoide y su sintesis parece
que ocurre en forma desorganizada,
beneficiando al parésito que eludiria la
respuesta inmune especifica, por
deterioro o autodestruccién del huésped.

Se pueden presentar complejos
antigeno-anticuerpo (hipersensibilidad 1)
con los antigenos libres en el suero,
causando una lesion de origen inmune.

Antes de aparecer los cuerpos del
parasito, la concentracién de las proteinas
séricas disminuye. Los anticuerpos
iniciales son IgM y varios dias después
aparece IgG. En animales
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convalescientes, el suero activo en
precipitacidn, aglutinacién y fijacién de
complemento, no da proteccién cuando
es transferido a animales susceptibles
(45).

La inmunidad conferida por el suero
inmune es poco eficaz contra micro-
organismos intracelulares y la vacunacion
con antigenos inactivados no produce ni
reaccion de hipersensibilidad retardada ni
proteccidn al desafio. Las vacunas vivas
son mucho maés activas (10). Aungue
algunos protozoarios y virus pueden ser
inactivados por anticuerpos mientras
salen de |la célula y penetran otra, varias
bacterias y protozoos no son afectados,
aun extracelularmente, por anticuerpos
(45).

En anaplasmosis no hay proteccion
por anticuerpos per-se, pero opsoninas de
animales infectados, tipo 1gG, sensibilizan
a la fagocitosis los eritrocitos autélogos y
homélogos in-vitro y el periodo de méaxima
actividad opsoninica coincide con la
crisis anémica y eritrofagocitosis,
indicando el papel de los anticuerpos in-
vivo, por lo tanto, la proteccién en
anaplasmosis es una expresion de la
participacién de la inmunidad humoral y
de la inmunidad celular, que asume el
papel principal (49).

La inmunidad protectiva esta
asociada en anaplasmosis con la
presencia continua en bajos niveles del
agente etioldgico en animales
clinicamente recuperados, este perpetuo
bajo nivel de infeccién produce una
continua estimulacién antigénica (10).

La correlacién entre proteccién e
inmunidad mediada por células, implica la
presencia de un mecanismo in-vivo
dirigido a neutralizar el organismo invasor.
Los anticuerpos humorales sirven como
factor opsoninico que promueve la
fagocitosis de eritrocitos infectados por
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macréfagos sensibilizados con linfokinas
liberadas por Linfocitos T igualmente
sensibilizados. La re-exposicién estimula
la memoria de los Linfocitos T, que se
multiplican y dan una respuesta protectiva
magnificada, dado el nimero de linfocitos
T sensibilizados capaces de dar una
respuesta inmune especifica. Los
anticuerpos estan mds relacionados con
la patogénesis de la anemia. (40)

La inmunidad celular implica un
proceso diferente al de presentacion de
antigeno por el macrdéfago, activacién de
Linfocitos T y B, formacién de células
plasméticas, produccién de
inmunoglobulinas y fagocitosis. En el caso
de anaplasma, el procesamiento
antigénico no es completo por el
macrdéfago y la fagocitosis no se lleva a
cabo porque los micro-organismos
impiden la ruptura de los lisozomas hacia
el fagosoma. Se requiere mayor
exposicién del Linfocito T al antigeno y
produccion de M.A.F. que aumenta el
tamarno y la actividad metabdlica del
macréfago para poder ejercer la
fagocitosis (10).

Se ha establecido que la inmunidad
celular se desarrolla después de 2 a 4
semanas después de la vacunacién con
cepa atenuada y establece una sélida
proteccién cuando se presenta un desafio
con una cepa virulenta,

Los animales susceptibles desafiados
con una cepa virulenta y posteriormente
tratados, se recuperan y desarrollan una
gran respuesta inmune mediada por
células que dejan muy buena proteccién.

Todo esto apunta a la correlacién
que existe entre inmunidad celular y
proteccién. Para lo cual es necesaria una
interaccién balanceada entre el huésped y
el parésito, antes de alcanzar la
inmunidad protectora.

La duracién y la extensién de la
inmunidad en bovinos, después de un




tratamiento quimioterépico que ha
eliminado el estado portador, ha suscitado
controversia. En la practica, se
recomienda no implementar tratamientos
que eliminen completamente el parasito,
en zonas enzodticas. Sin embargo, existen
varios informes que indican que el animal
esterilizado de anaplasmas, retiene un
grado de inmunocompetencia en
respuesta a la reinfeccién. Los animales
reexpuestos pueden padecer levemente la
enfermedad y se hacen portadores
nuevamente. Un trabajo de Magonigle y
Newby (33) utilizé bovinos negativos a los
tests seroldgicos para anaplasmosis
durante ocho meses que anteriormente
habfan sido portadores de anaplasma y
fueron esterilizados mediante
quimioterapia. Los tests usados fueron
fijacién de complemento y aglutinacion en
tarjeta. Los animales se reexpusieron a
una cepa de Anaplasma marginale de
diferente origen a la de la exposicion
inicial. Los resultados demostraron que
todos los animales se hicieron
seropositivos aproximadamente 21 dias
después de la descarga. Todos sufrieron
reduccion de hematocrito entre el dia 21
y 35 post-inoculacién, pero no se
detectaron parasitemias. Sangre
recolectada el dia 14 después de la
inoculacién a algunos de los animales del
experimento fue inyectada a animales
susceptibles y reprodujo la enfermedad en
forma aguda.

Algunos autores mencionan un efecto
inmunosupresor de Anaplasma marginale
(44). No se conoce muy bien su
mecanismo. Es probable que ocurra lo
mismo que con la Babesia bovis, que con
su efecto inmunosupresor no solo se
beneficia a si mismo sino también a las
garrapatas (36).

Se ha demostrado que la madre
transmite anticuerpos al ternero a través
del calostro, pero no se ha concluido cual
es el grado de proteccién ni el tiempo de
accion de estos anticuerpos (40).

En las gréficas siguientes, se aprecia
la evolucién del hematocrito, la
parasitemia, el porcentaje de inhibicién de
la migracién de leucocitos (prueba de la
inmunidad celular) y la respuesta a la
aglutinacién en tubo capilar. Se utilizaron
dos vacas infectadas con anaplasmas
virulentos.

Gréfica No. 1
Evolucién de diferentes pardmetros en dos
vacas Holstein con anaplasmosis (40)

ANIMAL A
luu‘p ] 1 ] ] L] ] 1] 1] 1 1 I T 1 1 g
70 I | Infectado con
60 | | A. marginale virulento -

40
30 Aborto 5
20 | -

[=]

-
o
(=]

Hematocrito % Parsitemia % Inhibicién Migracién

-1 0123 45 6 7 8 9101112131415
Tiempo (Semanas)

ANIMAL B

- I 1 T 1 I I I L] I I L 1 ] ?

Infectado con i]

- | A. marginale ) —
| virulento Murié

33
1)

[ 0]
o o

w B
© o
{

L)
o
1
L

5 L 1 L 4 L ! Il s | Il L L I L

Signos Clinicos Severos

o

Hematocrito % Parsitemia % Inhibicién Migracion

0 =
30 de Anaplasmosis 4
20 =
10
100 4
40 4
30 -
20 Serologicamente )
10 Positivo test C.A. "
1 1 L 1 1 1 1

@0 1 29 4 § 87" 890 11213734116
Tiempo (Semanas)

21



En el animal A se observa la
simultaneidad en la disminucién del
hematocrito, aumento de la parasitemia,
aparicién de seropositividad y desarrollo
de inmunidad celular.

El animal B muestra una respuesta
similar, pero no desarrollé inmunidad
celular y murié a las 6 semanas post-
inoculacion.

En la gréfica siguiente aparece la
evolucién de los mismos parametros
cuando se aplicé una vacuna inactivada y
luego se hizo desafio con anaplasma
virulento. El animal fue tratado con
oxitetraciclina para suprimir el anaplasma
virulento y luego redesafiado.

Grafica No. 2

Evolucién de algunos pardmetros en una vaca Holstein de 4 afios, después de
vacunacién, desafio, tratamiento y redesafio. (40).
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Tiempo (Semanas)
Se utilizé vacuna atenuada, desafio con A marginale virulento tratamiento con oxitetraciclina para destruir todos los anaplasmas y redesalio con cepa virulenta.

Se nota cémo la primovacunacién
aumenta consistentemente la inmunidad
celular, pero el incremento de la
parasitemia es bajo, igualmente baja es la
reduccién del hematocrito. Con el desafio
se aprecia una gran respuesta de la
inmunidad celular, sin que se afecte la
parasitemia ni el hematocrito. El segundo
desafio vuelve a producir estimulo de la
inmunidad celular sin afectar otros
parametros.

Auto - Inmunidad

La etiologia de la anemia en la
anaplasmosis se debe a factores
diferentes al mismo pardsito (43) y se ha
identificado un fenémeno de auto-
inmunidad. Los animales producen auto-
hemaglutininas contra sus glébulos rojos
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normales. Aungue no se sabe la causa de
Su aparicion, se supone que las
alteraciones fisicas y quimicas que sufre
el eritrocito invadido, son el factor
estimulante.

Se detectaron opsoninas en el suero
de terneros infestados con A. marginale
(49) que sensibilizan eritrocitos normales
autdlogos y homdélogos, a la fagocitosis
por macrofagos.

Segun Cox y col. (17), los tests
inmunoldgicos indican la existencia de
una reaccién anticuerpo-eritrocito sano in-
vivo y reportan correlacion entre los
titulos obtenidos por PHA
(hemoglutinacién pasiva) y el grado de
anemia, que confirma la presencia del
auto-anticuerpo. La presencia de éstos
también se demostré mediante inmuno-




electroforesis y se establecié que son
gama-globulinas que producen una
reaccion de precipitacion. Las pruebas de
inmuno-ferritina llevaron a la misma
conclusién. La técnica de inmuno-placa
dio resultados negativos en este trabajo.

El papel de los auto-anticuerpos en la
prolongacion de la anemia o en el
incremento de la severidad de la
anaplasmosis es dificil de establecer. De
todas formas, cualquiera que sea el
mecanismo por el cual aparece, ha sido
demostrado que la presencia de los
antigenos anaplasmicos es de gran
importancia para desencadenar la
formacién de auto-anticuerpos contra
eritrocitos.

Para Ristic (40) no hay relacién entre
la parasitemia y el grado de anemia, en la

La fuerte disminucién del hematocrito que se presenta en anaplasmosis es causada por la intensa
destruccion de gldbulos rojos de origen autoinmune.

fase de recuperacion y menciona que hay
2 hemaglutininas responsables de la
hemaglutinacién, una ligada al eritrocito y
otra libre en el suero. Ristic atribuye el
estimulo para que se formen estas
opsoninas a los cambios fisico-quimicos
que sufre el eritrocito causados por el
anaplasma que hace que las propiedades
floculantes del eritrocito, se alteren y
disminuya la concentracién de
fosfolipidos, que es inversamente
proporcional a su fragilidad osmética.

Gahne, citado por Schroeder y Ristic
(50) demostré que las transferrinas
normales del plasma sufren alteraciones
antigénicas por accién de la neuramidasa
que produce el anaplasma y las
transferrinas son absorbidas por el
eritrocito inmaduro.
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Diagnéstico

Las bases para establecer el
diagndstico son la historia clinica, los
sintomas, las lesiones de autopsia,
presencia de garrapatas, vectores
hematéfagos o evidencia de
procedimientos como vacunaciones,
vermifugacion inyectable, implante u
operaciones quirurgicas.

La prueba de laboratorio més
frecuentemente utilizada es la
visualizacién del paréasito en frotis de
sangre coloreados con los métodos de
Giemsa o Wright.

También existen tests seroldgicos
que utilizan antigenos solubles y

particulados. Con estas pruebas se
pueden detectar hasta formas subclinicas
y son relativamente exactas para
descubrir portadores asintomaticos (45).
Las pruebas serolégicas més usadas son.
Fijacién de Complemento, Aglutinacion en
Tubo Capilar, Aglutinacién en Tarjeta,
Precipitacién en Gel.

También se utilizan pruebas de
fijacién primaria como Anticuerpos
Fluorescentes via directa o indirecta y la
prueba de ELISA.

Los frotis sanguineos, ademas de

Giemsa y Wright, pueden ser coloreados
con Azul de Toluidina o Naranja-Acridina.

L -

Microfotografia de glébulos rojos invadidos con Anaplasma marginale.

24




Las muestras para frotis deben
tomarse preferiblemente de sangre capilar
(punta de la cola, oreja) para aumentar la
posibilidad de encontrar los anaplasmas.
La sangre recolectada debe mezclarse
con anticoagulante. EDTA es el més
recomendado, 2 gotas de solucién al 10%
para 5ml. de sangre. Cuando la
temperatura ambiente supera 20°C, se
debe usar refrigeracién si la coloracién no
se hace inmediatamente. Los frotis se
deben fijar con alcohol metilico al 100%.
Impresiones muy delgadas de higado,
bazo y rifién son una alternativa para el
diagndstico, usando fenol al 0.05%.

Los resultados con la coloracién de
Giemsa pueden ser inciertos 16 a 26 dias
después de la deteccion inicial de los
cuerpos anaplasmicos en los eritrocitos
(45).

La coloracion Naranja-Acridina
aumenta el tiempo en que es posible la
visualizacién de parasitos, pero colorea
acidos nucléicos de eritrocitos inmaduros
(cuerpos de Howell-Jolly) (45).

El diagndstico de anaplasmosis
aguda y mds aun, la forma crénica
mediante frotis sanguineos puede

El sistema més
frecuentemente usado para
diagnéstico de anaplasmosis
es el frotis de sangre
periférica.

presentar falsos negativos por la dificultad
de encontrar los eritrocitos parasitados,
principalmente si la muestra no es sangre
periférica. Es indispensable evaluar
simultaneamente el hematocrito que
verdaderamente informa de la respuesta
del animal. Segun Vizcaino, el diagnéstico
de anaplasmosis clinica requiere un
hematocrito menor de 20% y parasitemia
superior al 1%. Es posible, en algunos
casos, observar parasitemias altas sin
mayor deterioro del hematocritc o
contrariamente, parasitemias bajas
(0.05%) con descenso marcado del
hematocrito, segun el grado de proteccion
del animal afectado.

La anaplasmosis debe diferenciarse
de todas las entidades infecciosas que
cursan con septicemia aguda y carbén
bacteridiano. Sin embargo, el mayor
problema de diagnéstico es la
diferenciacion con babesiosis. Aunque en
un animal pueden coexistir varios
hemoparasitos (anaplasma, babesia,
tripanosoma), es uno de ellos el que
desencadena el problema. Clinicamente
es dificil diferenciarlos, especialmente
entre babesia y anaplasma y debe
recurrirse a las pruebas de laboratorio.
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Control

El control en anaplasmosis se debe
enfocar a proteger los animales
susceptibles, mantener la estabilidad
enzobtica y tratar los animales enfermos.
La erradicacién, aunque deseable, resulta
imposible. El control se hace con medidas
de manejo, inmunoprofilaxis y
quimioprofilaxis.

Desde el punto de vista del manejo,
no existen planes especificos. Las
medidas dependen del grado de
proteccién o susceptibilidad de los
animales implicados, el tipo de
explotacién, la raza y los recursos
disponibles.

Ante todo, es muy importante saber
qué tipo de problema es el que afecta a
los animales. Es muy frecuente en
nuestro pais que el problema se
diagnostique como “‘fiebre de garrapata”
sin identificar si la causa es anaplasma o
babesia, tratar con productos que
combinan drogas activas contra cada uno
de ellos y nunca se establece la etiologia.
Conocer con precision el agente causal,
permite hacer un tratamiento mas
especifico, identificar los vectores y
obtener un mejor control.

Conocer las formas de transmision,
légicamente permite mejorar el control.
Desafortunadamente en Colombia no hay
estudios sobre el papel de los dipteros en
la transmision del anaplasma y no se
conoce muy bien su biologia ni su
epidemiologia. No obstante, establecer la
dinamica poblacional de los vectores
favorece el control integral y los
tratamientos estratégicos de los vectores.

El control de los vectores debe
orientarse a mantener bajas las
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poblaciones de garrapatas, moscas
picadoras y tabanos, probablemente las
especies mas importantes en la
transmision de Anaplasma marginale.

Segun Benavides (6), la erradicacion
de la garrapata es una medida poco
practica. El mantener la estabilidad
enzodtica “‘es la alternativa de eleccién
para los climas medios y tropicales del
pais’’. Ello se logra mediante el control
integrado de la garrapata, usando
racionalmente los bafos garrapaticidas,
manteniendo ganado resistente y
buscando maximizar la inmunidad del
huésped a la garrapata y a los
hemoparasitos. La practica de este
control integrado requiere rotar potreros,
llevar a cabo los barios en fechas
estratégicas, concentrando su frecuencia
en las épocas de mayor densidad
poblacional. (7) Se recomienda tratar
selectivamente a los animales mas
infestados, remover los muy susceptibles
y hacer un adecuado manejo de la
resistencia a garrapaticidas, lo cual
significa utilizar las diluciones
recomendadas, manejar adecuadamente
los sistemas para obtener impregnacion
con el garrapaticida en la cantidad y el
tiempo apropiado, no utilizar mezclas de
productos no indicadas, no emplear
productos de uso agricola para tratar
animales y no rotar frecuentemente los
principios activos.

El control de moscas y tabanos
plantea inconvenientes mas serios que la
garrapata y en la actualidad no existen
planes de control especificos. Una
posibilidad es utilizar rascaderos con
productos diferentes a los que se
emplean en el control de garrapatas.




La movilizacién de animales de zonas
endémicas a zonas libres, o entre zonas
endémicas debe vigilarse atentamente
para no transportar animales con
garrapatas. Todos los bovinos que entren
o salgan de una finca deben ser
apropiadamente bafados. Muchas veces
las garrapatas no se ven, pero pueden
portar larvas inaparentes. Otra forma de
difusion de larvas de garrapatas es a
través del heno producido en zonas
endémicas.

El control integrado de anaplasmosis
incluye la utilizacién de la
inmunoprofilaxis. Cualquiera de los
métodos descritos: Premunicién o
vacunas atenuadas resultan necesarias
para proteger a los animales susceptibles.
Vizcaino y el grupo de parasitélogos del
ICA ha venido trabajando un programa
muy efectivo que favorece la inmunidad a
garrapatas, anaplasma y babesias. Se
trata del sistema de garrapatizacién con
infeccion gradual, utilizando garrapatas

Para establecer programas de control es indispensable diferenciar si la llamada '‘fiebre de garrapata™
o "secadera’ es causada por Anaplasma Marginale o por Babesia bigemina ¢ B. vobis.

infestadas con anaplasma y babesia,
controlando la evolucién de las garrapatas
sobre el animal.

La premunicién es un método que da
buenos resultados pero existe el riesgo de
transmitir otras infecciones. Ademas se
pueden utilizar sangres con bajas
parasitemias de poco poder inmundgeno
o contrariamente, con cepas muy
virulentas. Por lo cual lo mejor es trabajar
con sangres tituladas, obtenidas de
bovinos esplenectomizados descargados
con cepas conocidas. La vacuna
inactivada no se usa actualmente. La
atenuada ha mostrado buenos resultados,
pero no estéa comercialmente disponible.
La cepa apatdgena estabilizada por el ICA
ha demostrado una proteccién eficaz.

La quimio-profilaxis puede tener
alguna utilidad como alternativa a los
sistemas inmuno estimulantes, pero se
considera riesgosa por problemas de
toxicidad.
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Inmunizacion Protectiva

El estado de premunidad esta asociado
con la presencia de bajos niveles del
agente etioldgico, en animales
clinicamente recuperados. La premunicion
con anaplasmas virulentos se practica en
muchas partes del mundo. El concepto
clasico sostiene que la eliminacién del
estado portador hace susceptibles a los
animales a la reinfeccion (45). Pero este
concepto esté siendo revaluado
actualmente.

La prevencién puede hacerse
exponiendo el animal a las garrapatas en
forma natural o implantando sobre el
animal un nidmero conocido de garrapatas
o inoculando el animal susceptible con
sangre infectada proveniente de animales
expuestos. Se lleva el control de la
temperatura y cuando aumenta, se hace
el tratamiento. Con este método se hace
prevencién simultdnea contra anaplasma
y babesia. Un problema con estos
procedimientos es desconocer la
virulencia y la antigenicidad de la cepa
que se usa, asi como puede generar
pobre inmunidad, puede llegar a
desencadenar reacciones muy severas,
letales para los receptores y se corre el
riesgo de transmitir otras infecciones.

Un buen método de premunicién
debe utilizar sangres tituladas, obtenidas
de bovinos esplenectomizados de buena
capacidad antigénica y con grado
conocido de parasitemia. Ademés del
control de temperatura en los receptores,
se debe seguir la evolucion del
hematocrito y la parasitemia.

Vacuna Inactivada

Se prepar6 a partir de sangre recolectada
durante la fase de méxima parasitemia.
Los gldbulos rojos eran lavados, lisados y
liofilizados. El material desecado era
reconstituido en un adyuvante oleoso para
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su aplicacién. Se recomendaba aplicar 2
dosis con 4 a 19 semanas de intervalo.
Se reporté proteccion contra
anaplasmosis dos semanas después de la
segunda aplicacién. Se establecié que los
animales vacunados se hacfan portadores
después del desafio de campo. También
se utilizé una vacuna similar, descargando
ovejas con A. marginale.

Estas vacunas producian iso-
inmunizacién, eritrélisis y enfermedad
hemolitica (7). Se reporté que la vacuna
producia un buen grado de proteccién,
manifiesta por retraso en la aparicion de
la infeccién, parasitemias bajas y
reducciones del hematocrito en 85%.
Actualmente existe un consenso general
para no utilizar vacunas a base de sangre
por peligro de difusién de enfermedades.

Vacuna Atenuada.

Ristic y col. (1968) desarrollaron una
vacuna atenuada mediante pasajes
seriados de anaplasmas irradiados en
venados y ovejas esplenectomizados. Los
glébulos rojos se preservan en nitrégeno
liquido. Su aplicacién no afecta
clinicamente a los vacunados, solamente
se nota un descenso del 5 al 10% del
hematocrito. Protege contra el desafio de
cepas virulentas de campo.

Vizcaino, Ristic y col. (66) probaron
esta vacuna en Colombia usando desafio
experimental. Ellos encontraron buena
proteccién y ausencia de reacciones
adversas.

Dosis Minima Infectiva.

Este es un método que utiliza sangre de
portadores sanos previamente titulada y
diluida en suero bovino. No requiere
tratamiento ya que la dosis inoculada es
baja y no da sintomas clinicos severos.
Esta vacuna ha mostrado buenos




resultados frente a prevencién de casos
clinicos naturales y desafio experimental

@)

Otra vacuna disponible es con base
en Anaplasmas virulentos. Aunque su
inmunidad es muy buena, presenta alto
riesgo. Un trabajo en Colombia comparé
la vacuna inactivada, la atenuada de
Ristic y la virulenta. Se demostré que la
atenuada y la virulenta dieron la mejor
proteccién en condiciones de desafio
experimental.

En general, la inmunidad obtenida
con la vacuna atenuada es muy buena. Es
importante tener en cuenta que las fallas
de las vacunas se deben a mal manejo o
a vacunacion de animales previamente
infectados.

Un antigeno soluble obtenido de
sobrenadantes de cultivos de Anaplasma
marginale se ha usado como vacuna
porque demostré ser efectivo para inducir
inmunidad protectiva. Este antigeno es
una glico-proteina que inoculado a

terneros produce altas concentraciones
de anticuerpos detectables por
Anticuerpos Fluorescentes. Se ha
explicado que un antigeno purificado
permite mejor reconocimiento antigénico
por los linfocitos originando una respuesta
amplificada de los mecanismos efectores.
(22)

En Colombia el ICA dispone de
vacunas atenuadas en el pais. Una de
éllas es una cepa apatdgena natural, que
ha venido siendo sometida a
estabilizacion y muestra buenos
resultados.

Otra vacuna ha sido desarrollada con
base en suero hiperinmune producido en
conejo desafiado con un inéculo de
cuerpos iniciales de anaplasma. (44)

Algunas cepas de Anaplasma
centrale se han usado como vacuna.
Dado que esta especie no existe en
Colombia, no se recomienda su
utilizacion.
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Quimioterapia

Desde hace muchos afios se han
utilizado gran variedad de farmacos para
tratar la anaplasmosis clinica; sin
embargo, muy pocos de ellos tienen
utilidad actualmente. La antigua creencia
que Anaplasma marginale era un parasito
biolégicamente similar a las babesias, por
sus similitudes epidemiolégicas y
patogénicas, orientd los tratamientos
hacia la utilizacién de gran cantidad de
productos mas Utiles contra protozoarios
que contra rickettsias, muchos de ellos
altamente téxicos. En este grupo se
podrian mencionar neoarshphenamina,
quinuronium, chloroguanida, chloroquina,
primaquina, arsanilato sédico, acetarsona,
arsenoacetato disddico, derivados de la
acridina (tripaflarina y acriflavina)
cacodilato sédico, tripan azul. Ninguna de
estas drogas se usan actualmente.
Solamente tres drogas han demostrado
eficacia y se consideran terapéuticamente
Utiles para combatir la anaplasmosis:
Ditiosemicarbazonas, carbanilidas
(Imidocarb) y tetraciclinas.

Las Ditiosemicarbazonas (gloxazone)
demostraron actividad en supresién de la
multiplicacién del parasito, pero
temporalmente, ya que se pudo
establecer que se presentaba una recaida
3 a 4 semanas después. Este producto se
usa en dosis de 5 a 10 mg/kg por via
endovenosa.

Imidocarb es un compuesto
originalmente desarrollado por su
actividad contra babesia. Su eficacia
curativa y preventiva contra este paréasito
esta bien documentada y se recomienda
una dosis de 3 mg/kg para uso
profilactico y de 1.2 mg/kg en
tratamientos curativos. También se ha
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reportado eficacia curativa y preventiva
en anaplasmosis con dosis de 3 mg/kg. La
eliminacién del estado portador se logra
con 2 o 3 aplicaciones de 4 a 6 mg/kg
(25). Imidocarb presenta efectos
colaterales de reaccion anti-colinesterasa
con dosis desde 2 mg/kg (25) y en cabras
produce dafio renal con 6.75 mg/kg (15).
Segun Vizcaino (64), este farmaco tiene
una utilidad profilactica prolongada y poca
aplicabilidad en la terapia de casos
agudos dada su toxicidad. Para Kuttler
(29) en dosis de 2 a 5 mg/kg es
raramente téxico. (28). Su efecto
profildctico se estima en 4 a 6 semanas
post-tratamiento, dado que el farmaco se
metaboliza y se elimina lentamente.
Segun Kuttler, alguna evidencia sugiere
que su efecto puede durar hasta 15
semanas.

Las tetraciclinas es el grupo de
drogas mas utilizado en el tratamiento de
la anaplasmosis. Se han utilizado
tetraciclina, clortetraciclina y
oxitetraciclina con mayor frecuencia, pero
también se reporta el uso de roli-
tetraciclina y doxiciclina. No existe entre
los autores un criterio unificado acerca de
la dosis para tratamiento de la
anaplasmosis aguda. El tratamiento
estandar recomendado por Jones, Booth y
McDonald (25) es de 6.6 a 11 mg/kg, una
sola aplicacién via intra-muscular.
Vizcaino (63) recomienda dos aplicaciones
de 10 mg/kg y Kuttler 6.6 a 11 mgl/kg,
repitiendo la aplicacion una a tres veces,
segun las circunstancias individuales.

Cada clinico utiliza un esquema
diferente de acuerdo con su experiencia.
En Colombia, la modalidad de tratamiento
mas utilizada es aplicar 5 inyecciones via




intramuscular de 10 mg/kg, cada 24
horas, en los casos agudos. Otra
modalidad es hacer la primera aplicacion
por via intravenosa y la siguiente via
intramuscular. A pesar de haber obtenido
buenos resultados con estos sistemas de
tratamiento, todos ellos han sido
reemplazados por un nuevo esquema
derivado de las caracteristicas que posee
la formulacién de Larga Accidén con el
producto TERRAMICINA* L.A., el cual
ademads de la eficacia demostrada en
muchos trabajos, posee un factor
adicional de eficacia como es el disminuir
la manipulacién y el estrés del
tratamiento, ya que una sola aplicacion es
un tratamiento completo.

La quimioterapia de la anaplasmosis
puede tener tres objetivos diferentes:
Quimioprofilaxis, tratamiento de casos
agudos y eliminacién del estado portador.
La quimioprofilaxis es una alternativa o un
complemento de la inmunoprofilaxis. Los
trabajos de Thompson (56) en Colombia
concluyen que la inmunizacién resulta el
método més ventajoso de prevencion,
pero la quimioprevencién también resulta
util. En este campo, Imidocarb ha sido
probado con éxito y resulta ser el
producto mas recomendado. Aunque los
resultados con tetraciclinas en este
campo son inconsistentes, Lincoln y col
(32) encontraron que Terramicina* L.A.
aplicada 2 a 3 veces, con intervalos de 7
dias, durante el periodo prepatente,
reduce la severidad de los sintomas, por
lo cual se sugiere su uso complementario
a sistemas de inmunizacién que requieren
tratamiento posterior. En el tratamiento de
la forma clinica de la anaplasmosis,
Terramicina* L.A. ha demostrado
resultados sobresalientes y su eficacia se
discute méas adelante. Muchas
investigaciones se han llevado a cabo
para establecer las dosis que permiten la
eliminacién del estado portador, dado que
ello no es posible con las dosis normales
de tratamiento para tratar los casos

clinicos, con los productos disponibles.
Este hecho es mas positivo que negativo
en paises o regiones en donde el
problema es endémico, ya que como dice
Kuttler (29), el tratamiento para eliminar la
infeccién es contraindicado porque atenta
contra la inmunidad permanente que
soporta la estabilidad enzodtica.

Terramicina®* L.A.

Terramicina* L.A. es un antibacteriano
unico y original de Pfizer de formulacion
patentada para uso inyectable que
proporciona niveles sostenidos de
antibidtico en la sangre y los tejidos
durante 96 a 120 horas continuas, con
una sola aplicacion.

Terramicina* L.A. es una solucién
inyectable estéril, lista para usar. Tiene
excelente estabilidad y viscosidad
apropiada que facilita su aplicabilidad.
Cada ml. de solucién contiene
Terramicina (dihidrato de oxitetraciclina)
equivalente a 200 mg. de oxitetraciclina
base, en un sistema de vehiculo
patentado a base de 2-oxipirrolidona y
polivinilpirrolidona.

Larga Accion

El fenémeno de Larga Accién es una
condicién de Terramicina* L.A., derivada
de sus caracteristicas farmacocinéticas.
Combina la accién prolongada del efecto
“‘depésito’’ con la rapidez de accion, de
tal forma que una vez que se aplica,
produce concentraciones plasmaticas
curativas muy rdpidamente (15 minutos)
que persisten durante 96 a 120 horas,
manteniendo en todo momento
concentraciones superiores a las
Concentraciones Minimas Inhibitorias
(MIC) requeridas contra la mayoria de
gérmenes patégenos.

El sistema de vehiculo patentado de
Terramicina* L.A. incluye 2-oxipirrolidona
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en su formulacién, un compuesto
endégeno, naturalemente presente en
varios alimentos, derivado del 4cido
amino-butirico que produce una
precipitacién parcial y controlada del
antibidtico en el sitio de aplicacién.

La precipitacién es parcial y
controlada, puesto que cuando la
2-oxipirrolidona empieza a ser
metabolizada, permite la absorciéon del
antibiético en forma constante. Este
efecto se logra mediante un cuidadoso
balance entre la cantidad de antibidtico y
el compuesto precipitador. La accién
mecanica irritante producida por los
cristales de la oxitetraciclina y su efecto
irritante tradicional es neutralizado en
Terramicina* L.A. con polivinilpirrolidona.
Para obtener las concentraciones
plasmaticas y tisulares de 96 a 120 horas,
se requiere también utilizar una dosis de

20 mg/kg de Terramicina* L.A., Unicamente
por la via intramuscular o subcutanea.

Farmacocinética

La farmacocinética estudia la ruta de

un farmaco dentro del organismo en
funcién del tiempo, precisando
separadamente la cinética de cada uno
de los procesos fisiolégicos a los que es
sometido. La caracterizacion
farmacocinética permite establecer los
esquemas posoldgicos mejor adaptados al
objetivo terapéutico. TERRAMICINA* L.A.
tiene un comportamiento farmacocinético
que la hace extremadamente apropiada
para el tratamiento de anaplasmosis en la
posologia recomendada, como lo
demuestra el perfil y los parametros que
se presentan a continuacioén. (20) (19) (61)
(3) (38A) (39)

Gréfica No. 3
Cinética de Terramicina en el Organismo Bovino (40)
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El perfil farmacocinético de
Terramicina* L.A. después de una sola
aplicacion por via intramuscular en dosis
de 20 mg/kg, se caracteriza por: (3) (39)

1. Obtencién de un pico de
concentracién elevado ( 3mcg/ml) desde
los 30 minutos después de la inyeccion.

2. El mantenimiento de estas
concentraciones altas, logrando un estado
de meseta que se mantiene durante
12 horas.

3. Persistencia de niveles sanguineos
eficaces durante 96 a 120 horas.

Estos resultados conllevan algunas
caracteristicas de gran interés para el
veterinario: La biodisponibilidad inmediata
y sostenida de Terramicina* L.A. justifica
su empleo en infecciones agudas o sobre-
agudas que requieren una terapéutica de
ataque fuerte. La persistencia de los
niveles antibiéticos permite obtener una
cobertura antibidtica completa,
equivalente a la que se obtiene con 3
inyecciones intramusculares de una
oxitetraciclina convencional de 50 mg/ml
en dosis de 6.6 mg/kg via intramuscular
con intervalos de 24 horas.

Grafica No. 4

Evolucién de las concentraciones plasmaticas de oxitetraciclina después de
una aplicacién de Terramicina®* L.A. y 3 inyeccciones de una formulacién

convencional con intervalo de 24 horas.

Tasas Plasmaéticas
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Terramicina® L.A.
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3 L via |.M.
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Oxitetraciclina
6.6 mg./ka. via |.M.
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Los estudios farmacocinéticos
realizados con Terramicina* L.A.
constituyen el conjunto de informacién
obtenida en animales blanco mas
completo que exista para un antibiético de

72 84 g Tiempo (horas)

uso veterinario. Los resultados explican la
gran eficacia de Terramicina* LA. y
justifican su comportamiento diferente a
otras formulaciones convencionales.
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|. Biodisponibilidad

La biodisponibilidad mide la
cantidad del farmaco puesto a disposicion
de la biofase y la velocidad a la cual esta
disponible en el sitio de accién
farmacoldégica. El parametro que
establece la biodisponibilidad es el
coeficiente de biodisponibilidad (F) que se
obtiene de comparar la Superficie Bajo la
Curva (SBC) de la aplicacion
intramuscular con la intravenosa. Este
parametro mide el grado de absorcion,
por lo cual, es mas un parametro
biofarmacéutico que farmacocinético. El
coeficiente de biodisponibilidad de
Terramicina* L.A.es F = 0.77 + 0.08, lo
cual se interpreta como una absorcion
casi completa (77%). (20).

Il. Evolucién de las
Concentraciones
Plasmaticas

La grafica No. 5 reporta los
resultados de 40 experimentos hechos en
450 bovinos de diferentes pesos y edades
en diferentes paises. (3).

En estos trabajos se determinaron
las tasas plasmaticas promedio en
bovinos de 50 a 640 kg. después de una
inyeccion de Terramicina* L.A. 1 ml/10kg.
(20 mg/kg).

Grafica No. 5
Evolucion de los niveles plasméticos de Terramicina en bovinos después
de una aplicacién de Terramicina* L.A. via .M. 1 ml/10 kg.
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Ill. Evolucién de las analisis se tomaron a los 15 minutos, 30

3 . minutos, 1 hora, 2hrs., 4hrs., 6hrs., 8hrs,
Concentraciones Tisulares 24hrs, 46hrs. y 72 hrs. después de la

inyeccién. Las concentraciones en tejidos
Se determinaron las concentraciones se establecieron mediante sacrificio de 3
tisulares de Terramicina* L.A. después de terneros después de cada toma de sangre
la inyeccion intramuscular de 1 ml/10 kg a partir de las 2 horas, salvo en la hora
(20 mgl/kg) en terneros con peso promedio 48, cuando se sacrificaron 6 terneros. (39)
de 71 kg. Las muestras de sangre para (3).
Gréfica No. 6

Valores promedio del suero y niveles en los tejidos en mcg
de oxitetraciclina/g, horas después de la inyeccién de Terramicina* L.A.,
1 ml por cada 10 kg de peso (20 mg/kg peso vivo de oxitetraciclina) (3)

mcg/g de
oxitetraciclina

Dia 1 Dia 2 Dia 3
30.0 -

10.0 4 \

0'1 ] ] T T
024 8 12 24 36 48 60 72
Horas post-inyeccién
SUOTO s PUIMOD . e HIGAHO  ———
A0 Misculo @ @ @ @ Al aley I

35



Este estudio determina la existencia
de una gran capacidad de distribucion de
TERRAMICINA* L.A. a diferentes 6rganos

RAPIDA ACCION

y tejidos y demuestra como a estos
niveles, también se obtienen

con

(3).

centraciones rapidas y persistentes.

Gréafica No. 7
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El trabajo de Fourtillan y horas después de la inyeccion

colaboradores establecié las intramuscular de 1mli/10kg (20 mg/kg) de
concentraciones tisulares de TERRAMICINA* L.A. (20).
TERRAMICINA* L.A. en terneros 12 y 24
Cuadro No. 2
Concentraciones de Terramicina* L.A.
2h p.i.* 24h. p.i.*

Plasma mcg/ml 7.95 2.95 I

Orina mcg/ml 210 139

Bilis mcg/ml 4.80 4.95

Lébulo Diafragmatico

del Pulmén mcglg 4.0 2.0

Lébulo Apical

del Pulmén mcglg 5 2.5

Higado mcglg 7.45 3.55

Rifién mcg/g 19.75 9.6

Corazon mcgl/g 2,85 1:15

Musculo de |la Pierna mcgl/g 2.35 ol

Liquido Sinovial

* Post-inyeccion

Las concentraciones tisulares Los niveles de Terramicina también
observadas estan de acuerdo con el fueron establecidos en el utero gravido
Volumen de Distribucién Aparente (V.D.A.) para conocer la distribucion y el tropismo
de Terramicina* L.A. que proporciona un a diferentes estructuras del tracto
tropismo preferencial de la Terramicina reproductivo (20).

por los medios extravasculares.

Cuadro No. 3
Concentraciones de Terramicina en Utero Gravido después de la
Aplicacién de Terramicina* L.A. Via Intramuscular 1ml/10kg
(20 mg/kg) 15 horas antes del Parto

Tejido Parédmetro Co::::;::gén
Plasma mcg/ml. 48
Carunculas mcg/g. 2.7
Cotiledones mcg/g. 6.9
Loquios mcg/ml. 15
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Las muestras de sangre, carunculas estructuras anatémicas del tracto
y cotiledones se tomaron inmediatamente locomotor en vacas con peso promedio
después del parto y para loquios 24 a 48 de 440 kg. Las muestras se tomaron
horas después. mediante amputacion de la extremidad a

nivel de la articulacién 1* y 2*

El trabajo farmacocinético de interfalangica, 14 horas después de la
Fourtillan (20) incluyé el estudio de los inyeccién de TERRAMICINA* L.A. (20
niveles de Terramicina en diferentes mg/kg via intramuscular),

Cuadro No. 4

Concentracién de Terramicina* L.A. en Estructuras del Tracto Locomotor
de Vacas Inyectadas con Terramicina®* L.A.

Tejido Concentracién Promedio
meg/g.
Tendon 2.7
Vaina Tendinosa 25
Ligamento i |
Tejido Conjuntivo Interdigital 1.0
Tejido Conjuntivo del Talén 1.6
Tejido Conjuntive Plantar 2.8

Diferentes estudios permitieron mg/kg via intramuscular (38A). La curva
establecer las concentraciones de de deplesion muestra que los niveles en
Terramicina en la leche después del la leche llegan hasta las 96 horas post-
tratamiento de vacas en lactacién con inyeccién en concentraciones efectivas.

una inyeccion de Terramicina* L.A. 20

Cuadro No. 5
Horas Concentraciones de Terramicina mcg/ml.
Post-Inyeccién en Leche

0 B

4 N.D.

8 2.33
125 2.85
24 2.68
48 1.46
72 0.57
96 0.27

120 N.D.
144 N.D.

N.D. No Detectado.
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IV. Parametros Farmacocinéticos

Los trabajos de Fourtillan farmacocinéticos en vacas de 517 kg. y
proporcionaron algunos parametros novillas de 345 kg. en promedio. (20).

Cuadro No. 6

Parametro Medida Novillas Vacas

PICO Cmax mcg/ml 4.8 5.3
Tmax horas 7.6 5.6

Superficie Bajo la

Curva (SBC) mcg/mi/hora 178.7 182.7

Vida Media horas 36.6 30.1

Depuracién Corporal L/hora 31.4 438

Volumen Aparente de

Distribucién (VAD) Litros 1583 1860

Cos mcg/ml 0.20

Usos de Terramicina* L.A.

Terramicina* L.A. tiene un espectro Terramicina L.A. ha demostrado una
de actividad muy amplio en el que se gran tolerancia. Pfizer ha llevado a cabo
incluyen bacterias gram negativas, gram mas de 150 estudios para determinar las
positivas, rickettsias, leptospiras y reacciones adversas y tolerancia tisular,
micoplasmas, por lo que esta indicada en en mas de 10.000 animales en 20 paises
el tratamiento curativo de una amplia diferentes. Los resultados demuestran que
gama de enfermedades de bovinos, aves TERRAMICINA* L.A. es un medicamento
y cerdos, principalmente: infecciones completamente tolerado que no produce
gastro-entéricas, respiratorias, del tracto reacciones adversas. Ocasionalmente se
genital, del aparato locomotor, del recién puede presentar inflamacion en el sitio de
nacido, septicemias e infecciones la aplicacién que se resuelve rapidamente
dérmicas y enfermedades causadas por sin dejar lesiones. Este efecto se puede
Clostridios y Bacillus, Leptospiras, controlar no aplicando mas de 20 ml. en
Actinobacillus y Actinonyces y obviamente cada sitio y depositando la inyeccién
por Anaplasma marginale. profundamente en el musculo con aguja

esteril.
La dosis unica de Terramicina L.A.
es 1cc/10kg. de peso, equivalente a 20 Larga accién, amplio espectro y gran
mg/kg de Terramicina por via eficacia antibacteriana hacen de
intramuscular, en una sola dosis. Terramicina L.A. un antibiético muy atil
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para el tratamiento de la mayoria de las
infecciones de los animales.

El obtener la curaciéon con una sola
inyeccion es un beneficio altamente
ventajoso porque implica menor
manipulacién del enfermo, menos estrés,
mas tranquilidad y aislamiento, mejor
convalescencia y curacién mas rapida. En
el caso de anaplasmosis, esta condicion
es importantisima teniendo en cuenta el
grado de deterioro que sufre el animal,
muchas veces animales severamente
afectados no toleran manipulaciones
repetidas para tratamiento y mueren.
Efectividad con una sola inyeccién es una
garantia para el veterinario y el ganadero
cuando el personal o las instalaciones no
son confiables o no facilitan los
tratamientos.

Terramicina® L.A.
en Anaplasmosis

Efecto sobre el Anaplasma

Simpson (54) reporté el efecto que
oxitetraciclina ejerce sobre el anaplasma
y establecié que por microscopia
electrénica hay evidencia de un estado
degenerativo de las membranas que
rodean los cuerpos iniciales, acompafiado
de agregacion de gréanulos de nucleo-
proteinas en la periferia y formacion de
vacuolas prominentes. Como
consecuencia de la degeneracion de las
membranas, los cuerpos iniciales tienden
a coalescer por fusién de las membranas.
Los cuerpos iniciales quedan fusionados
en forma de masas lobuladas y con
concentraciones de granulos de
nucleoproteinas. La membrana vesicular
del cuerpo del anaplasma adquiere un
contorno irregular y en su interior,
finalmente queda una masa irregular
condensada. Segun Simpson, todos estos
hallazgos son razonablemente explicados
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sobre la base del mecanismo de accion
de la oxitetraciclina, mediante la inhibicién
de la sintesis de proteinas.

Eficacia

La eficacia de Terramicina L.A. en el
tratamiento de la anaplasmosis clinica en
bovinos ha sido extensamente
documentada.

En tres diferentes trabajos se indujo
anaplasmosis aguda para comparar la
eficacia de Terramicina L.A. frente a dos
aplicaciones de una formulacion
convencional de oxitetraciclina 50 mg/ml|
administrada por via intramuscular (60)
(31) (33b). Se utilizaron grupos de
animales no tratados como control y se
analizaron los parametros de hematocrito
minimo, parasitemia maxima, mortalidad,
ganancia de peso y temperatura en
algunos. Los resultados son concluyentes
al establecer que las dos formulaciones
fueron igualmente efectivas en la
reduccion de los sintomas y las dos
aplicaciones del producto convencional,
se comportaron de forma similar a
Terramicina L.A. Pero encontraron que
con Terramicina L.A. se requiere menos
manejo, hay menos dificultades de
manipulacién de las vacas, causando
menos estrés. Reportan haber necesitado
menos volumen de aplicacién, menos
sitios de inyeccion y menos dolor con
Terramicina L.A.

Kuttler y Simpson (31b) realizaron un
trabajo con anaplasmosis inducida
artificialmente en el que compararon
controles no tratados con cuatro
tratamientos diferentes:

1. Terramicina L.A. 20 mg/kg una
sola aplicacion (L.A.).

2. Una aplicacion de oxitetraciclina
convencional (50 mg/ml) via intramuscular
de 10 mg/kg. (0/1)




3. Tres aplicaciones de oxitetraciclina
convencional 10 mg/kg (0/3).

4. Doxiciclina 10 mg/kg una
aplicacién (D).

Los parametros analizados fueron
parasitemia maxima, dias después del
tratamiento para alcanzar la maxima
parasitemia, coeficiente de regresion de
la parasitemia, hematocrito més bajo,
tiempo después del tratamiento para
llegar al hematocrito mas bajo,
coeficiente de regresion del hematocrito y
mortalidad.

Los resultados demuestran que todos
los productos fueron efectivos. El grupo D
fue el menos eficaz; al analizar los
parametros permitié alta parasitemia en
pocos dias y hematocritos bajos con
relacion a otros tratamientos.
Oxitetraciclina 1 dosis se comporté de
una forma parecida al grupo D y se
presentdé mortalidad 1/5. El grupo 0/3 se
comporté en forma similar a
TERRAMICINA* L.A., netamente superior
a los grupos anteriores excepto en
hematocrito que fue similar.

Wilson y col. (69) llevaron a cabo un
experimento para comparar diferentes
tratamientos en bovinos, no
esplenectomizados y esplenectomizados,
contra anaplasmosis aguda inducida. Los
productos empleados fueron Terramicina*
L.A., dos aplicaciones de una
oxitetraciclina convencional (50 mg/ml) en
dosis de 10 mg/kg e Imidocarb 3.5 mg. en
terneros no esplenectomizados. Todos los
productos fueron eficaces en el control de
la enfermedad. La recuperacion del
hematocrito fue mas rdpida con
Terramicina* L.A., la parasitemia fue
similar en todos los grupos tratados. Se
demostré que una inyeccién de
Terramicina* L.A. no suprime el estado
portador. El grupo tratado con Imidocarb

fue similar al tratado con Terramicina* L.A.

excepto por la muerte de un animal

en el grupo de Imidocarb. La infeccion
aguda en terneros esplenectomizados fue
controlada con una aplicacién de
Terramicina* L.A.

Un trabajo en Sur Africa (55) utilizd
terneros esplenectomizados, natural y
artificialmente infectados con Anaplasma
marginale. Un grupo no se tratd, otro se
medicé con dos dosis de oxitetraciclina
10 mg/kg y el tercer grupo recibié
Terramicina* L.A. 20 mg/kg, una sola
dosis. Se demostré que los dos
tratamientos son eficaces en el
tratamiento de la anaplasmosis en
terneros esplenectomizados y que
Terramicina* L.A. fue ligeramente superior
a las dos dosis de oxitetraciclina 10
mg/kg, analizando pardmetros como
hematocrito parasitemia, tiempo de
recalda y mortalidad.

Terramicina* L.A. se ha utilizado
exitosamente para tratamiento de
anaplasmosis en Colombia desde 1980.
Se ha demostrado que este tratamiento
presenta alta eficacia y conveniencia. La
informacién recopilada por Pfizer en
Colombia (38b) reporta los resultados de
un estudio multicéntrico en el que se
trataron 41 casos de anaplasmosis, 19 de
los cuales se diagnosticaron por
laboratorio; en los 22 restantes se hizo
diagnéstico clinico. En el 89% de los
casos, el tratamiento fue mas efectivo
gue los tratamientos convencionales y en
el 11% se estimé que fue tan efectivo
como los tratamientos convencionales. En
6 de estos casos se analizaron las
parasitemias y el hematocrito. Se
encontré que el porcentaje de reduccion
de la parasitemia después del tratamiento
fue superior al 98% en dos casos, del
92% en otros dos casos. El hematocrito
aumenté en 3 a 9% en 4 de los casos
analizados. El 31% de los animales
tratados requirié una segunda aplicacion.
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Otro estudio similar (38 C) llevado a
cabo en 1988 reporta tratamiento de 224
animales con anaplasmosis, de los cuales
en el 51% se hizo diagnéstico mediante
frotis sanguineo. 218 animales (97 %)
presentaron curacién entre el dia 3y 8
post-tratamiento. En 27 animales se
requirié una segunda aplicacién y en 3
animales se hicieron 3 aplicaciones. En
otro grupo de 19 animales no se pudo
establecer el diagndstico etioldgico y se
trataron simultdneamente con
Terramicina* L.A. y diamidinas o
imidocarb. 18 de los enfermos
respondieron positivamente al tratamiento.

Usualmente una sola dosis de
TERRAMICINA* L.A. es suficiente para
obtener la curacién. Solamente en casos
muy severos se podria requerir una
segunda aplicaciéon 96 horas después.

Terapia de Soporte

El tratamiento de soporte es tan
importante como el etiolégico y se debe
orientar a combatir, ante todo el shock. El
objetivo debe ser restaurar la volemia y
recuperar la perfusién normal a los

érganos y tejidos, mediante el uso de
sangre, plasma, expansores de plasma o
soluciones balanceadas de electrolitos
Unicamente.

Cuando el cuadro anémico es muy
severo, con hematocritos alrededor de
10%, la transfusién es imperativa para
salvar el animal. Este método produce un
aumento mas prolongado de la volemia
con mejoria inmediata del transporte de
oxigeno. El volumen a transfundir es de 4
a 12 litros por animal adulto y se puede
repetir a las 48 horas, si es necesario. La
presién oncética también se puede
aumentar mediante la aplicacion de
Dextran. Segun Goodman y Gilman (21),
el de menor peso molecular puede
resultar mas ventajoso como sustituto de
plasma, pero el Dextran 70 es mds util
porque combate la agregacion
plaquetaria. Este producto se administra
por via intra-venosa lenta en dosis que
van desde 500 ml. a 2 litros, sin exceder
los 50 mi/kg. El 75% se elimina en 24
horas. Otro sustituto de plasma Util puede
ser polivinilpirrolidona (PVP). La
hidratacién mediante soluciones
electroliticas permite aumentar la volemia
y corregir la acidosis. Para este propdsito

%5 La transfusion es
i imprescindible en los casos
mas severos para salvar la




se deben utilizar soluciones isoténicas
balanceadas con electrolitos de
composicién similar al plasma normal. La
solucién de Hartmann o el lactato de
Ringer resultan las mas apropiadas (52).
Eventualmente se pueden utilizar para
corregir la acidosis, el lactato o el
bicarbonato de sodio por via intra-venosa.
El volumen a inyectar es muy relativo; se
estima que puede ser el equivalente al
10% del peso corporal 6 1 litro por cada
25 kg. de peso (34), lo cual significa 20
litros para un animal adulto,
aproximadamente.

La glucosa, aunque no es muy Util
para restaurar la volemina porque no da
presién osmética, permite aumentar la
glicemia. Se debe usar unicamente en
solucion isoténica al 5%.

Los corticoides son uno de los
compuestos mds Utiles en el tratamiento
de soporte de la anaplasmosis por sus
multiples efectos que antagonizan los
procesos deletéreos que origina la anemia
hemolitica autoinmune. Son utiles para
tratamiento del shock: aumentan la
energia contractil del miocardio,
disminuyen la permeabilidad capilar,
suprimen la autohemdlisis al disminuir la
fagocitosis eritrocitica por estabilizacion
de las membranas lisozomales. Restringen
los efectos locales y sistémicos de la
inflamacién al bloquear la fosfolipasa A2
que es la enzima que produce liberacién
de acido araquidénico para formar
prostaglandinas (via de las ciclo-
oxigenasas) y leucotrienos (via de las lipo-
oxigenasas) (35). Tienden a restaurar la
normalidad de la eritropoyesis de las
series eritrocitica y plaquetaria,
aumentando el contenido de hemoglobina
y glébulos rojos de la sangre (21) (35).

Se deben utilizar en formas de
disponibilidad rapida y en dosis masivas.
En dosis altas aumentan la produccion de
histaminasa y deprimen la produccién de
anticuerpos.

Los anti-inflamatorios no esteroides
(AINE's) pueden ser Utiles, pero se
obtiene mejor respuesta con los
corticoides. Los antihistaminicos pueden
tener efecto benéfico, igualmente los
estimulantes de la hematopoyesis a base
de complejo B.

Es muy importante estimular la
motilidad del rumen mediante laxantes
suaves: aceite mineral, laxantes salinos
deben usarse con precaucién; también se
pueden usar los ruminatéricos o
estimulantes de la motilidad del rumen
como: tartrato de potasio y antimonio,
cloruro de bario, ginger, nuez vomica,
capsicum, genciana, carbonato de
amonio, carbonato de magnesio, hidréxido
de magnesio, 6xido de magnesio y fosfato
de sodio.

Tratamiento cuando no hay
Diagnéstico Etiol6gico

Desde el punto de vista epidemiolégico y
terapéutico, es altamente recomendable
establecer la etiologia de un problema
causado por parasitos sanguineos (fiebre
de garrapata). Conocer el agente causal
permite aplicar el tratamiento selectivo,
inclusive facilita una mejor orientacién de
la terapia de soporte. Serrano (52) afirmo
que en babesiosis se presenta alcalosis,
mientras que en anaplasmosis el
problema es acidosis. La hemoglobinuria
asociada con babesiosis conlleva pérdida
de hierro, mientras que ello no ocurre con
anaplasmosis. La reaccion autoinmune
aparece solo con anaplasmosis. La
babesia es mas sensible a la
quimioterapia que el anaplasma.

En algunos casos, bajo determinadas

circunstancias, no hay tiempo de esperar
el resultado del frotis y se requiere tratar
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los enfermos lo mas rdpidamente posible,
sin establecer la etiologia. Diferenciar
clinicamente anaplasmosis de babesiosis
generalmente resulta muy dificil, por lo
cual se debe recurrir a un tratamiento de
amplio espectro.

Los mejores resultados, en terapia de
amplio espectro, se obtienen cuando se

aplica simultaneamente una dosis
completa de Terramicina L.A. (20 mg/kg)
con diaceturato de diminazene (3.5 mg/kg)
en inyecciones separadas. Este
tratamiento permite medicar cada uno de
los principios activos en las dosis
adecuadas y durante el tiempo necesario
para curar el enfermo, cualquiera que sea
el problema.

Cuadro No. 7
Esquema Terapéutico

(1) Berenil (Hoechst)
(2) Deltacortril (Pfizer)
(3) Vigovit B12 (Pfizer)

Un trabajo realizado por Raul
Consuegra (MVZ) en Barranquilla, evalué
un esquema de tratamiento combinado
como el anteriormente descrito frente a
un problema mixto de anaplasma y
babesia: se identificé un hato en el que
15 de 60 vacas en produccién de leche,
Cebu por Pardo Suizo, presentaban
sintomas de infeccién por hematozoarios.
Se hicieron tomas de sangre los dias 0, 4
y 8 post-tratamiento para diagndstico y
hemograma. Durante los mismos dias se
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GRUPO | GRUPO 1l
DIA | PRODUCTO DOSIS VIA | PRODUCTO DOSsIS VIA
0 | Terram. L.A. 20 mg/kg .M. | Terram. L.A. 20 mg./kg. [.M.
Diaceturato de 3.5 mglkg | M. Diaceturato 3.5 mg/kg .M.
de Diminazene de Diminazene
(1)
Prednisolona 100 mg. I.M.
(2
4 | Complejo B (3) 20 ml. I.IM. | Complejo B 20 ml. I.M.
Vitamina A (4) 6 ml. .M. | Vitamina A 6 ml. I.M.
Eutréfico (5) Entréfico

(4) Avitam (Pfizer)
(5) Tonofosfan (Hoechst)

hizo evaluacién de sintomas mediante un
sistema de calificaciéon 4 muy grave, 3
grave, 2 moderado, 1 leve, 0 sin sintomas.
Los animales se dividieron en dos grupos
de tratamiento. Aungue el esquema
terapéutico era similar en los dos, un
grupo recibié una dosis de prednisolona
(100 mg/animal) y el otro no. Cada grupo
estaba integrado por 5 animales. De las
15 vacas afectadas, 4 fueron positivas al
frotis para anaplasma y una para babesia.




Cuadro No. 8

Evolucién de los Sintomas
Promedio para los 10 animales

Sintoma No. de Animales Calificacién i
RRcians Dia 0 Dia 4 Dia 8

Debilidad

Decaimiento 3/10 1

Sintomas Nerviosos 110 1 0

Inapetencia 7110 1 0.8

Anemia 10/10 2.1 1.6 0.3

Ictericia 1010 2.7 1.9 0.8

Deshidratacion 10110 1.2 1.1 0.4

Disminucién de

la Produccién 10/10 2.6 15 0.7

Fiebre 10/10 398C 39.7C 3834C

Frecuencia Cardiaca 10/10 60 57.7 55

Frecuencia Respir. 10/10

* Promedio de clasificacién para los 10 animales.

Es destacable el efecto positivo del
tratamiento al reducir notoriamente la
severidad en todos los sintomas
evaluados. No se evidenciaron diferencias
importantes en el grupo con corticoide y
el grupo sin corticoide.

En el grupo con corticoide el
hematocrito pasé de 23.2% el dia 0 a
25.4% el dia 8 y la hemoglobina de 7 g. a
7.8 g. En el grupo sin corticoide el
hematocrito evolucioné de 27.6%, subid
el dia 4, pero el dia 8 se mantiene igual al
dia 0 y la hemoglobina subié de 7.9 g.
a8g.

De este trabajo se concluye que la
asociacion TERRAMICINA* L.A.
diamidina tiene gran eficacia para tratar
infecciones mixtas o infecciones en las
gue no se ha establecido la etiologia.

Se pudo establecer que la evolucion
del hematocrito y la hemoglobina tuvieron
mejor comportamiento en el grupo
medicado con prednisolona, se espera
que dosis més altas y mayor ndmero de
aplicaciones pueden tener mejor
resultado.
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Gréafica No. 8

Esquema de Tratamiento recomendado por Pfizer

HIDRATACION HIDRATACION
(Opcianal)
Haras
0 24 72 96 120
TERRAMICINA*® L.A. CORTICOIDE CORTICOIDE
DIMINAZENE. {Opcional) VITAMINA B12
CORTICOIDE. EUTROFICO.
{Inyecciones TERRAMICINA™® L.A.{Opcional)
separadas) (Inyecciones Separadas).
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