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ESTABLECIMIENTO DE LA TECNICA SEROLOGICA
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (I.F.l) COMO METODO DE
DIAGNOSTICO DE LA ANAPLASMOSIS BOVINA EN LA
POLICLINICA VETERINARIA DE L.U.Z.

Stablisment of indirect inmunofiuorescent antibody test for the diagnosis of bovine
anaplasmosis at the Veterinary Polyclinic of the University of Zulia (LUZ). Venezuela

RESUMEN

Se logro la multiplicacién de cepas de campo de Anaplasma
marginale y Paranaplasma caudatum y discoide, 'en dos
becerros esplenectomizados con el fin de establecer la técnica
de LF.I. como método de diagndstico en la Policlinica
Veterinaria de la Universidad del Zulia. Usando exdmenes
hematolégicos se fueron evaluando a los animales. La
parasitemia se determind con frotis convencionales y con frotis
de capa blanca. Cuando la parasitemia llegdé a 21.6% en uno
de los animales, se prepararon 1.800 frotis-antigenos y con
parasitemia de 38.5%, se realizaron 850 frotis-antigenos de
otro becerro. La técnica se estandarizé con magnificos
resultados siguiendo las modificaciones recomendadas por
Montenegro, para evitar fluorescencia inespecifica y utilizando
para ello 74 muestras de suero de 3 fincas cercanas a la
ciudad de Maracaibo, Estado Zulia. Sangre con EDTA de los
mismos animales fue evaluada hematoldgicamente. Se
determind que con frotis convencionales el 48.62% de las
muestras fueron positivas a Anaplasma marginale; mientras
que con capa blanca la positividad se incrementaba a 51.3%.
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Con LF.l. a la dilucién 1:80 el 100% fueron positivos y a la
dilucién 1:160 el 87.8% fueron positivas y el 12.1% negativas.
Se reportan los valores hematoldgicos obtenidos en el estudio
y algunos resultados sobre Paranaplasma spp.
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ABSTRACT

In order to stabiish the I.LF.A, Test as a diagnostic method at
the Veterinary Polyclinic of the University of Zulia, two (2)
esplenectomized calves were used. They were naturally
infected with Anaplasma marginale, Paranaplasma caudatum
and Paranaplasma discoide. Hematological evaluation was
performed in all the animals during the experiment.
Conventional blood smears and buffy coat smears were used
in order to check parasitemia, 1800 antigen smears wére
prepared when one of the calves had 21.6% parasited
efithrocytes and 850 antigens smears were obtained from the
other calf with 38.5% parasited erithrocytes. Standarization of
the technic was realized with very good results following
Montenegro's  recomendations to  avoid  inespecific
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fluorescence. Seventy four (74) sera samples from three
different farms located around Maracaibo city, in Zulia state
were tested. Blood samples with EDTA were used for
hematological evaluation. Using conventional smears 48.62%
of the case were positive to Anaplasma marginale, while 51.3%
were positive using buffy coat smears. Using |.F.A. test at 1:80
dilution positivity was 100%, using 1:160 dilution positivity was
87.8% of the cases and negative sera were 12.1%.
Hematological vaiues from the animals are reported and also
some information about Paranaplasma spp.

Key words: Anaplasmosis, serodiagnosis, cattle, IFA,

Paranaplasma.

INTRODUCCION

La anaplasmosis bovina es una enfermedad infecciosa
causada por un organismo rickettsial intraeritrocitario, que per-
tenece a la familia Anaplasmataceae, género Anaplasmay su
especie A. marginale. Esta enfermedad se encuentra distribui-
da a nivel mundial y por su morbilidad y mortalidad limita el de-
sarrollo ganadero de esas regiones [2,3,7,23,25,26,27,29,35].

La enfermedad se caracteriza por presentar un periodo
de incubacion de 3 a 5 semanas o mas en infecciones transmi-
tidas por garrapatas, y de 1 a 5 semanas por inoculacién de
sangre parasitada, donde se da lugar la multiplicacién de los
cuerpos de A. marginale en el interior de los eritrocitos parasi-
tados. Las manifestaciones clinicas mas comunes de la ana-
plasmosis son fiebre, anorexia, deptresidn, mucosas palidas,
ictericia, pérdida de peso, deshidratacion, disminucion de la
produccion lactea, abortos, infertilidad en toros, atonia gas-
trointestinal; y algunos animales pueden mostrar hiperexitabili-
dad. En algunos casos, los sintomas clinicos son tan severos
que producen la muerte del animal en 24 horas [2,3,4,7,10,
11,23,25,26,29,33].

El diagnostico estd basado en la sintomatologia clinica y
en los hallazgos del laboratorio, donde se observa una anemia
hemolitica, con tinte ictérico a nivel de las mucosas, sin hemo-
globinemia, ni hemoglobinuria. Esta anemia suele ser al princi-
pio normocitica normocrémica no regenerativa, pero en el es-
tado de convalescencia se manifiesta como macrocitica nor-
mocrémica regenerativa [2,3,4,7,11,12,25,26,29].

Lo mas importante es la observacidn de los cuerpos del
A. marginale en frotie- sanguineos tefiidos con Wright-Giemsa,
donde pueden alcanzar parasitemias que oscilan entre un 10%
a un 50%, ya que el porcentaje de eritrocitos infectados se in-
crementa rapidamente, doblandose en 24 horas. En el estado
de portador es dificil ia observacién de los organismos en un
frotis sanguineo, por lo que se hace necesario el empleo de
técnicas mds precisas y sensibles para el diagndstico de esta
enfermedad [3,4,5,23,29,32].

Para ésto se utilizan pruebas seroldgicas, tales como: la
Inmunofluorescencia Indirecta (I.F.1.), Fijacién del Complemen-
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to (F.C.), Aglutinacién Capilar (A.C.), Aglutinacién Répida en
Tarjetas (A.R.T.), Radioinmunoensayo (R.l.A.), Elisa, Dot-Eli-
sa; siendo las mds sensibles y especificas Elisa, Dot-Elisa,
I.F.l. y R.ILA.. La I.LF.l. es una técnica citoquimica que nos per-
mite observar la reaccién antigeno-anticuerpo, mediante el uso
de un conjugado que contiene Isotiocianato de Fluoresceina y
un anticuerpo especifico (Inmunoglobulina-antibovina), me-
diante un microscopio de luz ultravioleta. Esta técnica es alta-
mente sensible y especifica requiriendo una pequefa cantidad
de reactivos [9,17,22,29,30,34].

Desde 1966, se comenzd a utilizar esta prueba en forma
esporddica, como método de diagnéstico de la anaplasmosis
bovina. Sin embargo, en 1985 Montenegro [20] modificd en
forma parcial esta técnica al utilizar buffer glicina, con el fin de
eliminar la fluorescencia inespecifica y asi, los falsos positivos
(8.

Lohr y col. [18], Gonzdlez y col. [9] y Odreman y Aso
1984 [24]; determinaron mediante esta técnica, que los niveles
de anticuerpos anti-Anaplasma de tipo lgG se iniciaban cuando
aparecian los primeros A. marginale en el frotis sanguineo y
aumentaban a medida que la parasitemia disminuia.

"

En Venezuela, los investigadores del FONAIAP
[17,21,22,34], de la Universidad Simdn Bolivar [2,7,24,28,32] y
de la Universidad Central de Venezuela [27], han utilizado la
técnica de LF.L para realizar estudios de prevalencia en dife-
rentes regiones del pais y para detectar anticuerpos calostra-
les en madres portadoras [21,24,25,28,34].

Siendo el Estado Zulia una de las regiones ganaderas
més importantes del pais, no cuenta con técnicas diagnésticas
precisas para el diagndéstico de esta enfermedad; es por eso,
que los objetivos de este trabajo fueron elaborar el antigeno de
A. marginale, aplicar la técnica de |.F.I. como método de diag-
néstico y demostrar la eficiencia de la misma en comparacién
con la técnica de observacion de frotis sanguineos tefidos del-
gados y de capa blanca.

MATERIALES Y METODOS

Elaboracion del Antigeno:

Se esplenectomizaron dos becerros, de 3 y 4 meses de
edad, infectados con una cepa de campo de Anaplasma mar-
ginale. A los 21 dias post esplenectomias, uno de los becerros
alcanzé una parasitemia de 21.6%, con un volumen globular
(Hct) de 28%, mientras que el otro alcanzé una parasitemia de
38.5%, con un volumen globular (Hct) de 18%.

Una vez alcanzado el pico de parasitemia, se recolecta-
ron 400 ml. de sangre, por puncién de la vena yugular, en un
recipiente estéril que contenia 10% de perlas de vidrio. La san-
gre desfibrinada fue centrifugada a 3000 r.p.m. por 15 minutos
a 12°C. (DAMON, [EC DIVISION), se eliminé el plasma y la
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capa de gidbulos blancos con ayuda de un succionador, dejan-
do solo el paquete de gldbulos rojos. Este paquete fue resus-
pendido con dos volimenes de buffer glicina 0.1M. pH 3.0 por
cada volumen del paquete celular. Se mezclo suavemente y se
centrifugd a 1.500 r.p.m., por 25 minutos a 4 °C [20].

Se descané el buffer glicina y se normalizé el pH al adi-
cionarle P.B.S. pH 7.2, a un volumen igual al del paquete celu-
lar, centrifugandose a 3000 r.p.m., por 15 minutos a 12°C, éste
ultimo lavado se realizé dos veces, para hacer un totalde 3 la-
vados. El paquete celular final, se resuspendié con un volumen
igualde P.B.S. pH 7.2 que contenia 1.75% de Suero Alblimina
Bovina. Del paguete celular final se tomé una gota y se colocd
en laminas porta-objetos nuevas y con la ayuda de otro porta-
objetos se deslizéd suavemente la gota hasta obtener una peli-
cula fina que cubrfa toda la superficie de la lamina. Los frotis
antigenos fueron secados, envueltos en papel bond, resguar-
dados en bolsas plasticas y almacenados a -20 °C.

Desarrollo de la Técnica de Inmunofluorescencia
Indirecta (1.F.lL.)

Los frotis-antigenos fueron descongelados con ayuda de
un ventilador eléctrico por espacio de una hora, luego se fija-
ron en acetona fria por 5 minutos, para ser secados de nuevo.
Con un marcador especial se realizaron 8 circulos de 5 mm de
diametro sobre los frotis-antigenos. Con una pipeta de 0.1 ml o
de 100 pl, se colocé una gota de los sueros controles positi-
vos, negativos y problemas en el circulo que le correspondia.
Los sueros controles positivos y negativos fueron preparados a
una dilucion de 1:80, mientras que los sueros problemas fue-
ron diluidos en 1:80y 1:160.

Los frotis-antigenos, con los sueros respectivos, fueron
incubados a 37°C por 30 minutos en una estufa con atmésfera
himeda (Precisién P.S. SCIENTIFIC); luego fueron lavados
dos veces con P.B.S. pH 7.2 por 5 minutos en inmersién y agi-
tacién, el ultimo lavado fue realizado con agua destilada. Una
vez secos, se colocd en cada circulo una gota de Conjugado
anti-lnmunoglobulina G. Bovina de Conejo con Isotiocianato de
Fluoresceina (SIGMA iNMUNO CHEMICALS), a la dilucién de
1:40 P.B.S. pH 7.2. Esta dilucién de trabajo fue seleccionada
como la mejor, después de haber realizado titulaciones del
conjugado a diluciones 1:25; 1:30; 1:40 y 1:50. Posteriormente
fueron incubados a 37°C por 30 minutos en una estufa con at-
mésfera humeda. Nuevamente se lavaron con P.B.S.pH 7.2y
agua destilada, tal como fue descrito anteriormente. Los circu-
los se cubrieron con yn cubre-objetos 24x60 de 1mm de espe-
sor para ser observados en un microscopio de inmunofluores-
cencia (AXIOSKOP-ZEISS), bajo el objetivo de inmersion
100X.

Los sueros positivos fueron aquellos donde los A. margi-
nale fluorescieron de un color verde manzana brillante, mien-
tras que los que presentaban un color verde opaco fueron con-
siderados negativos.

Areas de Muestreo

Se tomaron 74 muestras de sangre a bovinos machos y
hembras, adultos, mestizos, pertenecientes a 3 fincas, las cua-
les se encuentran ubicadas en los Municipios Machiques de
Perijd, Jesus Enrique Lossada y Miranda. Como no fue un es-
tudio de prevalencia, sino de establecimiento de una técnica, el
numero de animales y de fincas a muestrear se consideré sufi-
ciente.

Toma de las Muestras

Se obtuvo 10 ml de sangre por puncién de la vena yugu-
lar, 5 ml fueron recolectados con E.D.T.A. y los otros 5 ml en
tubos sin anticoagulante.

Procesamiento de la Muestra

A la sangre con anticoagulante (E.D.T.A.), se le determi-
né el volumen globular (Het), la hemoglobina, el contaje de glé-
bulos rojos y el contaje de gldbulos blancos, a través de un
analizador hematoldgico Cell Dyn 400. Se realizaron dos frotis
sanguineos, uno convencional y otro de capa blanca, de
acuerdo a la metodologia descrita por Schalmy col. [29] y fue-
ron coloreados con Hematology three-Step Stain Set (Accra
Lab. Brand of Biochemical Sciences INC). A la sangre sin anti-
coagulante se le extrajo el suero para ser usado en la técnica
de LF.I.

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante el
programa estadistico S.A.S., donde se determind el méximo,
minimo, medias, desviaciones estandares y distribuciones de
frecuencias.

RESULTADOS

Se elaboraron 1.800 frotis-antigenos del animal que te-
nia una parasitemia de 21.6% y 850 frotis-antigenos del animal
que tenia 38.5% de parasitemia, para un total de 2.650 frotis-
antigenos, los cuales fueron almacenados a -20°C.

Se aplicd la técnica de |.F.l. a las 74 muestras de suero
bovino, observandose una fluorescencia verde manzana bri-
llante en aquellos sueros con anticuerpcs anti-Anaplasma,
FIGS. 1y 2.

De las 74 muestras de sangre, 36 (48.6%) fueron positi-
vas a A. marginale en frotis convencional y 38 (51.3%) fueron
negativas. Mediante frotis de capa blanca, 42 (56.7%) fueron
positivas y 32 (43.2%) fueron negativas. De las 36 (48.6%)
muestras positivas a A. marginale en frotis convencional, todas
fueron positivas a la técnica de I.F.I. a la dilucion de 1:80, sdlo
una fue negativa y 35 (47.3%) fueron positivas a la dilucién
1:160.

De las 38 (51.3%) muestras 'hegativas al frotis conven-
cional, todas ellas fueron positivas a I.F.l. en la dilucién 1:80 y
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FIGURA 1. MICROIMAGEN DE UN FROTIS-ANTIGENO CORRESPONDIENTE A UN BOVINO NEGATIVO A
Anaplasma marginale USANDO LA TECNICA DE I.F.l. OBSERVE COMO LOS ANAPLASMAS TOMAN UNA COLORACION
VERDE OPACA. 1250x.

FIGURA 2. MICROIMAGEN DE UN FROTIS-ANTIGENO CORRESPONDIENTE A UN BOVINO POSITIVO A
Anaplasma marginale USANDO LA TECNICA DE |.F.l. OBSERVE COMO LOS ANAPLASMAS TOMAN UNA COLORACION
VERDE MANZANA BRILLANTE. 1250x.
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TABLA |

PORCENTAJES DE ACUERDO ENTRE FROTIS CONVENCIONAL E L.F1. PARA EL DIAGNOSTICO DE Anaplasma marginale

LF.l. Total
Dilucién 1:80 Dilucién 1:160
Positivo Negativo Positivo Negativo
Frotis Convencional Positivo 36 & 35 1 36
(48.6%) (47.3%) (1.35%) (48.6%)
Frotis Convencional Negativo 38 - 30 8 38
(51.3%) (40.5%) (10.8%) (51.3%)
Total 74 - 65 9 74
(100%) (87.8%) (12.16%) (100%)
TABLA Il

PORCENTAJES DE ACUERDP ENTRE FROTIS DE CAPABLANCAE LFl.
PARA EL DIAGNOSTICO DE Anaplasma marginale

I.F.l. Total
Dilucién 1:80 Dilucion 1:160
Positivo Negativo Positivo Negativo
Frotis de Capa Blanca Positivo 42 - 39 3 42
(56.7%) (52.7%) (4.0%) (56.7%)
Frotis de Capa Blanca Negativo 32 - 26 6 32
(43.2%) (35.1%) (8.1%) (43.2%)
Total 74 5 65 9 74
(100%) (87.8%) (12.16%) (100%)

al usar dilucién 1:160, 30 (40.5%) resultaron positivas y 8
(10.8%) resultaron negativas, TABLA I.

Al realizar la técnica de I.F.l. en las 42 (56.7%) muestras
positivas por el método de frotis de capa blanca, todas ellas re-
sultaron positivas a la dilucién 1:80 y 39 (52.7%) resultaron po-
sitivas a la dilucién 1:160, 3 (4%) fueron negativas a la dilucion
1:160. Asi mismo, de las 32 (43.2%) muestras negativas al fro-
tis de capa blanca, todas fueron positivas a la técnica de L.F.L.
a la dilucion 1:80 y 26 (35.1%) a la dilucién 1:160, 6 (8.1%)
fueron negativas a esa misma dilucién, TABLA II.

De esta manera, con la técnica de I.F.l. obtuvimos 74
(100%) muestras positivas a la dilucién 1:80 y 65 (87.8%) a la
dilucion 1:160, 9 (12.1%) resultaron negativas a la dilucién
1:160.

Al utilizar los frotis-antigenos para las diferentes mues-
tras, nos percatamos de la presencia de algunas muestras po-
sitivas a Paranaplasma caudatum y Paranaplasma discoide
(FIG. 3). Se observé que de las 74 muestras procesadas, 37
(50%) fueron positivas a Paranaplasma spp. en la dilucién 1:80
y 37 (50%) fueron negativas; mientras que en la dilucién 1:160,
25 (33.7%) fueron positivas y 49 (66.2%) fueron negativas.

Debemos destacar que un lote de frotis antigenos detec-
t6 solamente A. marginale, mientras que el otro lote (de un ani-
mal diferente) detecté A. marginale, P. caudatum y P. discoide.

En cuanto a los exdmenes hematoldgicos, se observo
que de los 74 animales muestreados, 2 animales presentaron
anemia, los demés animales no manifestaron ningtin tipo de al-
teracién hematoldgica.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El desarrollo de una técnica seroldgica como método de
diagndstico de la anaplasmosis bovina, ha sido durante afios la
meta de nuestro laboratorio. Esta técnica es importante en
aquellos casos donde los animales no manifiestan sintomatolo-
gia clinica o cuando no se observa la presencia de A. margina-
le en los frotis sanguineos convencionales o de capa blanca.

A pesar de lo dificil que es la elaboracidn de los antige-
nos, pudimos lograr la realizacion de 2650 frotis antigenos de
los cuales 1.800 contenian A. marginale y 850 contenian A.
marginale, P. caudatum y P. discoide. Logrando asi el estable-
cimiento de la técnica de I.F.l. como método de diagndstico.

Desde 1966, la técnica de |.F.l. fue usada esporédica-
mente como método de diagndstico de la anaplasmosis bovi-
na, debido a la fluorescencia inespecifica, lo que hacia dudar
de los resultados. En 1985 Goff y col. [8], introdujeron a fa téc-
nica de L.F.l. un microfluorémetro para graduar el porcentaje
de fluorescencia y eliminar la fluorescencia inespecifica, pero
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FIGURA 3. MICROIMAGEN DE UN FROTIS-ANTIGENO CORRE

i

L

i

SPONDIENTE A UN BOVINO POSITIVO A

Paranaplasma caudatum Y Paranaplasma discoide USANDO LA TECNICA DE |.F.I. LA FLECHA FINA SENALA P. caudatum
Y LA FLECHA GRUESA P. discoide. También se puede observar Anaplasma rr!ar_ginale. 1250x.

se encontraron con dreas de frotis que contenian escasos A.
marginale, lo que hizo un poco dificil medir el grado de fluores-
cencia y al compararlo con otras técnicas serolégicas, resultd
menos sensible.

Para la elaboracién de nuestros frotis antigencs segui-
mos la técnica descrita por Montenegro [20] en el ysa del
buffer glicina, ademas de sangre que contenia un alto grado
de parasitemia (21.6% y 38.5%), lo que optimizé nuestros re-
sultados, al obtener escasa o ninguna fluorescencia inespecifi-
ca, a diferencia de Goff [8] que tenia un 12% de parasitemia
en sus frotis-antigenos.

Los resuftados obtenidos de las 74 muestras de sueros
corrobord que la técnica de |.F.I. es més eficiente para deter-
minar animales portadores en comparacién a los métodos tra-
dicionales de observacion de frotis sanguineos convencionales
o de capa blanca.

Al obtener 100% de sueros positivos a la dilucion de
1:80 y 87.8% a la dilucion 1:160, llegamos a la conclusién de
que la dilucién 1:80 es suficiente para detectar animales porta-
dores. Por lo que, nuestros resultados concuerdan con los ha-
llazgos de Gonzalez [9], donde obtuvo un 98% de seropositi-
vos en animales no enfermos, de Montenegro [20] con un
100% de seropositivos en animales vacunados y de Ajayi [11
gue obtuvo un 79.4% de seropositivos en Nigeria. Asi mismo,
Toro en 1990 [34], obtuvo un 78.7% de seropositivos en nues-
tra region, cuando realizé un estudio epidemioldgico en varias
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regiones de Venezuela. Hay que hacer notar que nosotros ob-
tuvimos un 100% de seropostitivos en 3 fincas ubicadas en di-
ferentes zonas del Edo. Zulia, de allil la importancia de realizar
estudios de prevalencia e incidencia de la enfermedad en
nuestra region.

En 1962 Madden [19] y en 1963 Kreier y Ristic
[14,15,16], observaron una estructura parecida a un apéndice
o cola unida al cuerpo marginal del anaplasma, al cual le deno-
minaron Paranaplasma caudata. Luego en 1974, este organis-
mo fue clasificado como P. caudatum y P. discoide [26,29]. Sin
embargo, a través de los estudios realizados en microscopia
electrénica por Smith y colaboradores [32], determinaron que
este apéndice correspondia a una rearganizacion de tipo pro-
teico del eritrocito, por lo que lo consideraron como una varian-
te morfolégica entre cepas de campo [6,31,32].

Nuestros frotis-antigenos pudieron detectar la presencia
de P. caudatum y P. discoide, de la misma manera que lo evi-
dencié Vizcaino, citado por Mora [23], en Colombia cuando
prepard sus frotis-antigenos para un estudio inmunoldgico. La
seropositividad del 50% de los sueros a P. discoide y P. cau-
datum y la seronegatividad del mismo porcentaje en las
74 muestras, nos hace pensar que el Paranaplasma spp. es
un agente diferente al A. marginale y no una variante morfolé-
gica de campo, tal como lo cita Smith [32]. Por lo que se re-
gueriran de otros estudios para confirmar o negar nuestras ob-
servaciones.
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