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Figura 13: A:[f~:~~r:;.t;Wj);,;,~'.~1.~~-~ •e~~ecífic¡,s en la cepa Méx-30 de 

A .. m.···'a,ig' i'n .. '·dÍ.~.:i~:.) •. ·' ·· .. ·.·.··.· -- ':·<·,·~-·:::':~. -
·~r --:~~ _-,',-:-:..:~--~-

- ·:-~'.~,~~~:. ::, ._,,.,.,•\~-~-~-~-"~~:;,-~-:-·- -

~};~jf &~~1t~~·:~it~tf '.,;· .. :":~·.:::· d~ ·d~: :. ::.~: 
\. _;~-, .. ~_-;·;~:'.yi~:~-:.?:--~~-" ~;~-~- .;,-

Figura 14: 

-. . ---:.~·;:·:r·.'S:/ . _____ ,, ;~-.,~: ;.,, -~·.~:;,' 

Figura 15: Un gC:l~/~ 1 ~0~11t~~r,~i,t,~;~j~,~';',ú'10% teñido con lá técnica de 

plata:despúés dé,cnf"oqt.ie i{~;;1éctrlco de antígenos de A. 

,111q1: g.f~1:~·1.'i'.?( ~i:~:;··1 t1)<'.i·:._ ·-.-~·: ·! 

":<··? ~;-;;~.--.,~/'·~:~/.',·,\ :,;~'.:'."•"" ·:~:~ .. · 
.-, . 

lnrnunoblot ·.de ~n~íge~od Figura 16: margina/e (Méx-17) de A. 

separado por Íso~le~tro~nf"oque. 
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CAPiTULO V 

Figura 1 7: 

Figura 18: 

Figura 19: 

Figura 20: 

Figura 21: 

Figura 22: 

Figur.a 23: 

Electroíoresis de las frac_ciones No._.:io -ª- 210 de prot~inas 
de 'Ac m~rgina/e;(Méx-17)·obtenidaspor elec.troforesis 

de fl~j()_ co.llÚ~-u-~; 

E:ÍIJt~~J~f ~1{~*~i\tit~ff tl¿!i~~tR~i·~i:::.:~. 2:.: 
E:;::s~~f ~!jlf Ít~f jj~l~~~{rJ¡~;;:t:~;:~::.: 
Ens~:yo d~11nmunotr~11sfor~~c1a';de•Ias f~á:cci~nes No. 1 00 a 

1 6 o'. ;?;~-;i~'.t~f ~~~~~:~:~3~~~:~~,w~~f¿~~·-ff :_~}tr.1 ú': Í. 7) obtenidas 
por.·electroíoresis•;de'.'flujo•1continuo: -)'. 

-·- -••·- :~~-~:·;~r~i~~::1_~~w~~~~~*~~~;:~;-r~i~'.~"tt(_t·~'----
Ensayo de•.inmun~tran~íerericiá•de}as íracfÍ(:>l)eS No 165 a 

2ZS -;'i~;'ij;''ii'~'Íii';;'~~j'~~·¡¡;:¡:,~·i:~;;~¿J}ii~f//j}{(r.:fé~--17) ó b len idas 

por,----- ,,;•::é;i.~ ,,._·-~;;~;;~t~~-j-~~~~%~-:~Ttl¡,:'. __ ·--.---

;;::~:;.~[t~ef ~~~~i~~~¡~t~~¡~~~?°,:~l[~%;:.::,:: 
, . . .:. >..: '"\~;:r? ~:.~~~:,.:>-~::.,,. ":~- ~ :.: :~~· ::: .,~ .. ·::.~·: -'~-:-:· . ·- -:~ >- .,, ·.:.. -- .·.-. ·.)-::. 

Análisi~~ 'c;ítc>'~'éi:i'ic%t'Í>;ri'i~ 1friróc"ft¡,;5 'CD4+ ·en ·-células 

mononuc!'eá:;¿~?º~~ -1ª'.•-~¡·~~re ~~;;iferica c~l¡ivadas de en 

presenci.a de la fracción' No. 25 y los controles: 

-.. -----------------· 
~1.11? f: T ;""'I ~-~ ,,, ·~ ! 

l I(~:\. : __ f _ 
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concanavalina A y ·proteína de glóbulos rojos no 

infectados. 

Figura 24: Ariálisis'citométrico para linfocitos tipo·C04+ en células 

Figura 25: 

mo~ó~.:.c1.>a':~es;de{la''s.l~~~~"'{)e'riferida c.;-¡·~f0'.lcias· de en 

presencia.'de las fracc-ióf1(;s:N'é>;·3·0;;;·.so;:/ss;L12s·y ·21 o. 

···.·:Ensayo ~ rr;ffi·u·~;;-;ií-~i;;;;;,-aó~,,j:P'·ii·;¡;::: ;(~\~:<l'ifg~;:.:;:r~.t;;i ó~ de 

iii~'eii;ác,d;··· .Íi~;.~'~a-)''~~'ri'E, ·~~·t;'~~n;clTrit~i"; ;'.i de·-· células 

mononucleares'culiivadas erí p'resellcla de .f~a.;cio'oes de 

LISTA DE GRÁFICAS 

CAPÍTULO IV 

Gráfica 1: Cinética de lgG en dos grupos de bovinos inmunizad.os. 

Gráfica 2: Cinétic·a. de Ja· roispu.es,ta celular. de .:células mononucleares 

de, la· sangre, peri ferica'. 

Gráfica 3: 

.. ,_.,)~i'.-·:~ __ · ~ 
-~·:::_:; ~,, __ :_/. ,· --..._,·:.;/ " 

'·1f ~:i;I~~~~~~~~~~if lfü~~~t~~~~r~1;~~:i~ 
A . . ,,, á:;-;¡¡:~·~¡/; e'::\~?-;i<F~'.-;ú:;.~~~-;\:·,. :·-;~;:~,:. ··\~-: .. 7)::-- -,,_ ;_ -_· ~,: • f.· 

:·· -~ ' -( -<· ;/·., 
·-:.:_-~.'._ ---.~~/,< 'r.:,''.-;~·~:> <:_· :-· .. ' .-·> .. : .. :~---~--::_·:-·,_ -. 

Índic.:.s de e's'timúrá:ciÓn ~<l~.~ células cmononucleares· de la Gráfica 4: 

sangre 
'--, :_<·· -- --~'-.'-:- -::· -... : :_ .. _·.·.-.- ' - ··-·- : '. 

·· ;~-'p:e~~-~~e·r¡·~a::"· -·.:"_:'prOverii~rites de un bovino 

inmunizado,~-co~-Méx°-17 cultivados in vitro 17 semanas 

FALLA 



Gráfica 5: 

Gráfica 6: 

Gráfica 7: 

Gráfica 8: 

Gráfica 9: 
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pos-inmunización en presencia de extractos de las cepas 

Méx-17 y Méx-3 1 de A. 111argina/e. 

=---

Índice de e.stirnulací'ón"~cid.e ·;·células mononU.cleares de la 

san ~~re --~'~'~:i f i~~-~;~}~~~'~s~'~ii~-&~~i\'~;?'~i~~-~ i~~ . en· 1 o s peri o d os 
·:prc-1nm.un1zac 1on\y-,:p os-~1 nmu n iza_c 1 on; '""'. ... 

· '·} ,.-~-::;;.:~,;i:i.;~1~~:;;'~1)~\~t~w~J'i~':~'fü~;··~-r";• · ·. 
Í ~d¡i;~ ;;~:~" esttmu lac1on/ de >ce 1u1 as,. ri.c>~ó;riuc !~ares de 1 a 

: --~_, ·_·, '.·~'.'-.~~,::>~,:._.:::·::·:;·_¡~~::'\){<o<--\··:,::.:;;;,;;:~--.-:'.·-·~-:;<·:~!-··:~;.--: ·.·::;',>. '·-;/·:>._:·:)·.:..··::::;· . ··, '· . -· .'; 
sa~gre periferica.'.de'.uri bovinó inrnul1izado en.el periodo 

pre:.i'nit;'~'~i'~;.~\ó'~:/j/"G;na.'~e~~-~a después-· de· la tercera 
¡r{ii{ti"ri·rz~:C:fó\~'/ ,:.;·;> - ->-·- -, 

''::';t'---' 
:,,,,_·~·-.- ~,-~;;_ "-->:_;:<' ~,-."-f 

v·alo~~s"d:-~,~~i~:~;iriir promediO de do~ grupos de bovinos 

. :;7;~-~~Íj~~~:~r~=;t.el·tt:J~~=,:::;¡ºd;º.ÁP.º:~::~:,~;~~ (Méx-

··· '".'",··"···.:>~·}.;:_?j;J:·;; ""':·. ·:. ·,:_··:, 
<< ::·,'··:: .. <--- ~, .. _:. . •· -~· ·. ', ' . 

Valo:~i·,j~J1t-~;~l-~~~~~-t~,:¡·~f~:i~'i:~i'i,~~1if ;de .dos gr~p~s ;de 
b.~v in~s¡Jn!'luhi;z_~d()st~~n.· ~I ,ill.~~ (lÓgeno ·de A, __ margina/e 

( ~~,{dJ .i};~;¡~:.~il;.t~~i~,f~,~;{:~.:~,fi.~-~-{~fr~id~~6 ~fo\.~§s ~fi 0 · · 
Va 1 ores.~de,;p"<frce1úáJe':. d.e:teri fro_ci tos .;in fectado~.:-pr.<> m.ed i o 

-·· en<" <li,;~~!1;:~:fü'~;~:;\\~~;ifif¡;i:ú~'g\.;~~¡;~,~.<i'riin"u r.'i:i'~<::d%451 -~con é 1 
inmu11.¡,gen,6,··ci~ 'A.: ;;,argináie (l\.1é}(~17) y dos· tCstigos 

d u~~~ te c,,:·?<:rr<>:<l<>•· ¡,c;~:·ci-~5~ n.;. 
-~~::...::.·:.·, ........ "• 

LISTA oE cuÁoR.ós; 

CAPÍTULO 111. 

Cuadro 1: Datos clínicos de bovinos esplenectomizados utilizados 

para producción de sangre infectada con A. margina/e. 

C 'if:; 
' .. 

! F' !-~' . 
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CAPÍTULO IV 

Cuadro 11: Datos clínicos de bovinos. inmunizados con. inmunógeno de 

A.' '1riarginal~.· en:· saponina y de .··un;;testi go ·durante el 

ped~d~ p6s.:.desafi.;. :>'. 
Cuadro ÚI: 

. . . --~-,,.,...-~·--

D~ tos·. ~1/.ii:i-f:i'.~l~<l~;·~i~~.X.r~,.~>,~,;~i.,~~.~.f¡i,:1!,~,~:R;~2¡~~.~::i,n~~n~.geno 
de A.·:•rnarginale.:·en:·1 MS.:·:·l 3.1'3··'y:<de'.·.'un .testig'o•:.durante el 

:.:c;füWfft*f~~i~i~)t~trK~i1oi~~~f~Ji~~;:;~~~~;; .• º • 
con.' 1nmu~óge~o .'<l;~';A.-\n'.argina!e:¡y: los.;testigos duran te 

Cuadro IV: 

Cuadro V: 

el p.;·,:;.;,~~i~~·~x~.~~~;~·i;~¿:·.;;::;;.)'.::;.-'.' 2 ':; ·~:;. '> /.'): ·:.> 
1::~;:_- ,·; '-~:;~::; ,, " - - • - _, - :<~i,,<«" ' ,. 

Í~dI~e~ ··d~·,:·e~'tiftii';'~~~:~~'~'fa¿~:h~1~<j'.t~}'~~;ü~'l1.J~reares de 

;;;:~f/~~~~f~i:·~;rJ~'.~1~~·~~;!i{~.:::~~:t:nf:·:~::' :~:esct~;:: 
,en 'e 1 pÚi~!?§·'J;~sC.d.i}~·~ffo~;· 

. '··: _.-,,. :\.:.,;·_,:,-::- :···-::~ ,, __ _ 

CAPÍTULO V 
'", ' ' y·.·•··.···.·.· ·.; 

para la 

de 

Cuadro V 1: Densidades ·ópticas· ,del ensay¿ i nmunoenzimático 

deter~-¡·n-a6i~óri> de'::: _¡·-nt;;rrC-róri: );·.a~-~.a_.". 'én ···-sobrenadan tes 

cultivo de celulas mononucleares cultivadas. en presencia de 

fracciones de. proteínas dé A .. margiizale (Méx-17). 
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RESUMEN 

La vacunación sería el método de control más electivo y económico 

para la anapia~...:iosis- bovina_ per;-o· no ·existen vacunas comerciales 

altamente - eficaCes -tocia vía· á:· ;.'{~'et :··mllri'diaL• 'EL desarro 110 _de _,vacunas 

E~f ~1~f~llf t~lli\f !l~ill,~l1iif {illf 1¡{~ 
se basa_, ~nF'-!J1ª ' respu'?sta}:de ':li ": fo¡:it()s ···.Thl-;en/;'.aS()C 1ac1 on_i_'c:on: la 

... 

ha sidc) 

de 
~:\; í a· 

in tram u scu 1 ar'«!córú':sa'n·gre:·'·~-i n f"ecitáda:.'.'equ i val e·ntei Lx-1 O ._-:>er1troc1 tos 

in re c t ª~~~-0:·~~-1~;~~~~W;N!'~~i%$~-¿~~r~-~t,~:-;,"·t.,~\i:t¡:_~~~;!:~:~;~~;~~~~~:f:5;i-Kf ~2·;_.·}:~-,i~~ r_e -
in f"ectada_·-.en · cri opreservac 1 ó n_·se;')p _n·:c;u n·a __ ::_¡ser_1 e·~/de:~•tres:-·,_vaq u_1 l I as -

~::~=~~~~~i~!?I~f f:~~~il~~ijlii~:l~~~~f ~t~~f i:f t:·':~r::.:~: 
indicatl :qu~ en el:t~r,ceJ"•b~_v,ino~;las;cepas-i~~x: 15,· Mex-1 7 y M éx-30, 

~e::..:::~~~:~~ef~~~-~~'.1f ff~~J:~~tJ~;f}f~~t~~~~j,~~:j~·::ritt~·de 6:~ª-- :ª::::: 
separados -;e¡/:~eo1es-:de poJÍa'crifaliiiclá::clodecilsulfato de sodio teñidos 

• . . • . ., • . -..o-___ o.- •• • ~ - -

con Azut'cl_'?_ c::'cH>~assie R-_:_250 y e'n inmunoblots, contenían proteínas, 
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algunas altamente inmunogénicas. Para la cepa Méx-1 7, se demostró 

un total ,d,e hasta 17 bandas 'dé proteína 'en un geÍ de poliacrilamida-

SD s á' 1 0%' t~ñiéló'sc;C:i:l'itA'..i~JTd~ ,·~o~m:.;,;s'i;."R.:25~(>''.Y'~f{' toé!i~'}~s. cepas, 

estudlada:s un 

antígen6 

susceptibles•¡ ¡;•y;,,,, 1 in fo pro 1 i feraci ón.';c¡'in '···vil ro~ ,.'•Para,' J n vestigar ·; l:a 
.- -, : .· -_:.,. ",: : } }_:;-:~;;: .. _: ,_:_{::~.,-:-~r:'.;\t·:,1,,~·:;1~t:+:t-7:-:«:~·; /;.:. ,~~--~t'~:.;~~.'._;:i,~ ~-~~7') ~./""~~.:~ ';~,:~.:::\iS'.--:~ ,;;;,;::>¡;.!.' ~;;~;.;~:~:·:é ;_~}~¡~·;;:'5~},:s.Z}:·,-2S~·1:;'.::Z..:::;'.:~:~€'}~¿-.:;:c-:;;~:.-:-:,-,_ ·: .. --· ~ ~~ . 

ex1 s tenc1a·de·,n~"v.os;;¡ant1ge~~s~;lgG2; <:sp .. ~1 f1cos ,' ~apac ·;e;;ie;s t'.m u,l ar 

una 
"',,·s,e 

lá: 

EL ISA 

1 os tres' .·á is lados;','; mostrar()n ;\;;vafores;:c;;¡jos i ti vós iódci''''pos 

:::: ~;;fr?J~&~~~if ¡\~;i~~~~~~~~~lkf ~til~~f~!~~i~1~,if. 
te mpe r·a: i-..'~·r)1'~~; recta les·~:d u ran.tCc:;;e esa i o;'>'."~mos fra·ro·n (:di fe rene 1as-~",·en tre ' 

::::!.:ºiiJ:;;c~~r~tY1I~~f f:f~f f !~it~~m~~~~i~~~~t~~~ 
entre 1.5 a·. 209kDa de.:; 'i~~"):'¿'~";,T~~·0.n'i i''iJ·~,\:b'~' ~spe.;ic'i~a·in;,,rit~ .. ' - - ··- ., .. ~ .:,;, -. . -
reconocidas por' lgG2 .:.r;: 'e~l:r-á.;;t,o~'.é:l.:i;TS:s t;cs cepas; Méx~ 1 7. Méx-1 5 

y Méx-3 O. Se identifica.ron, p(;r'· lo menos·, l.2 antígenos que inducen 

TF.SIS cc:\J 
FA.LL.{'~ L)-:\ ______ -:~-:~}'~-
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una respuesta de lgG2 y reconocidas .solo por animales inmunizados y 

protegidos .. Estas proteínas incluyen; las MSr-·1 a, MSP-2 y· MSP-5 ya 

reportadas ')/ºsieic;-'.~¡,r-.>i_e.ínas'7(J>~ :2.13;' 33::· 37';~ •. s_q .•• ·:.s2; ~s.~. -(io'•.kba) 

Am52, 

de las 

datos, 

inmun'i:l!:~icÍJ~ ·.Yi s1erido};próte1riasi.;;d ,.fc.márginale;;,¡se•';¿nombran desde 
-;. : · '~: ::_ "·~:-.~:· <-:~"_/,; ·:::,'::,-1:·:::::~~;;s<'(¡~_,;,.::~;,_~,;:;~:~-~::.~~-1:. .. - . , ~:~~f'_-~~-~;,l-:5;~~:::"':·~~-~:;1}~~::",it\X:~~,~~-·;'.<-:~3<~'.}:.fi.:~::·-; ·: «i- <·-· . 

aqu1 en ad~la11t.~: 'A~28;"FA,m3 ,, . rn. Y'J\.m.so~:•Ars2 Mm~6··y ·Am 170 

!~. ~s¡:iecie 
Para 

CD4+ y la 

se:· fraccio.nó el 

'f.1·~j~~{c'ó·111i n uº Y 
'rú'amidá teñido 

por los 
~ - . e::'~'--~' 

kDa most·r~·, ~na-;:;~;p~:~ta posiÚva de' LP-:ln····vi;~~· co~p;.~~-ble con la 

que <lío ~1-~ri'tfi¡;'~6:i6i~~i;-C1.i-r-:.ié:x~1.7l~ú1iz-,.do .;c;n.e; ¿o~trol'ru:>~itivo. 
Adem.ás, los 'r~'Su:l~:a~··os éie' .·~itornetría 'ñC>'.· mostraron dife·r.encias 
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significantes entre la seiial de CD4+ en células estimuladas por 
fracciones de y ·extractos crudos de Méx-17 ·.pero: ·se detectaron 
cantidades dec!J"N.:.c.y; e!1 sí:,b~Feii~aC!~ijies_:~de:CPB1'1f C ~¿,':;1 ti'vado··;n'v'itro en 

Jtiiljf li~
1

~llt~tii~~i{tI~i~:'.l~~~lf ililt~~ 
mo 1 ec:ul~r;1: pa~13.\'-'Pt.t~i.fi carl l.l~';\_<!n ''.~a~ ti~ad~s ;/.~ufi.~ i e~te~; que ;per~itl.ln 

;f.uissnt;cºd,·q.·.º::n:}efs~;'d·· .. ;b{'~ºf;i1·;º1··.s·,·ª·:·:~g:d_:¡.-,'..-.r.~c;~;sªb.1s.(.r_'.·~_LÉ'~msi:ót:~!ª·.~.:_:.'.u.~u'.;1~it~·º,;mJ:rª:i_".3~~Pi~Jfi~1f~~f;:d:/;~}i~1~~1'to:~,s;~--~jr::: 
' - - información ror't~l~z't:i.-.á bases 

para el. ú~~-' dé' las ~\J·<>~as ~r~t.;Ín~~ como·· V:~cÜi-ias contra .la 
:· ',.- > :· anaplasmosis,• · 
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CAPITULO 1 

1.0 INTRODUCCIÓN: 

La anaplasmosis· es' u.na enfermedad inf"ecciosa no contagiosa, de alta 

importancia en la ganadería. es causada por rickett.sias· .del': género 

Anap/asmac El::;~gente.;causal ·es .transmitido·::·:biol,ógi.;a~e.~te ,, por 

~i:~~:ij~~~¡~j~iiti~~f:V{{~i~~~ji~~~r~íi~i~1{~:I~~ 
espec1 ~ < relati.va.~e:~te:'.'ff!l".º ·' rulentac~'y•".qu e 1 le.rt?el"r,~peamente 

\.\ ~~~i~.:·~. '¡.;,. 
·~«¿: ~ ' ''. .' 

por l.lna 

infect~d~'~' de .la 

a 

otros. h os p ed eros~' su s'cép t.i bl es~~(D i_ckm aii's''~•:: C9 5 O_;~;'.E wi n g'j/I 9 8 1 ) 

La a na~ 1~~~'~'~f ~~J:f~~~.~,ÍiJ,i~:~1·:~~~;~~[;~~¿~'.,~~~$:~~·'.~~~:~:i,~.l'~~·:,~~f "n;~-~ ic o , e n 1 a 
p rod ucc1on 0 de'-';lech~}Yr.ca.rrie;1a:'¡n1¡e l"rn.lln d1al'd'.'bido,,:a das. pérd 1 das de 

f H~V,~f t~lr~1Jf liil~ill!l~~~~:J~·:~Zff =iji: 
desaforl.'..n~~arn.;~;~e~ l~>e'~¡;.;c¡;; .~á'~f~;,'tóg.;na .·(Osorno y Ristic, 

1977). La.· transmisión bioló.gic,;,: dé ·.·Anaplasma involucra varios 

..__;;,_:_, 
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géneros de garrapatas ixódidas entre cuales se cuentan; Boophilus 

spp .. 

col.. 

ser 

La 

Dermacentor;pp .•. Ixodes.spp .• ··.Rhiplcephalusspp .. (P~tgieter y 
198J_;_Z:~·,i¡~-; ;i~1'..·;~~9s-6?K.~¿3.'ri~: 1-986):(1:~ ;~~l1~~¡~¡·¿:¡.;-~\1~de 

~" . - . . . . . - ·-"""- -~ . ~- .. . . . 
.como

4

:<··_mosca ci e 

y 

responsa b 1 es .. p c>r;Lrnayo r.~iriortal id acf.:;y:/perCI i :recclnóm·i cas en':ari i rna 1.es 

~~~;~g~~\~~~¡~1f 1!~~~J~i11~~f ll~~~}~fü1t~ .· 
por pérd i das.'ide/nást'··· .m1 on'i's',de!'fd.ól ares'~( De legaé _iórú:Méx icana, 

:::~~;cÍ~~';i~i~r~)'.~:i~~?i~t~\~l~Jf i~~{~!f ~~~~i~~~~;\'~:. 
gastos .de;;tl'.at'-lm1 en t · ()"':pra /de.Xpest1c1das·;,_usad()s:C:e.n~el~(co~trol 

de cct~p~¡ITt~~~~~.i~~-f%·"~J),, ,~i~~~~!~~~".f~í:~;~~~~;~1r~·g1r~:~~~3;{f~1~~~;¡;~~f~~-~-· 
para ccin tro 1 a·r: fos)• ecfop·ará·s itos.it'ámbieri:~l I e.va ·.• Dpe 1 i gf:o,.dé,;res id u os 

t ó X i e o;··.· gri.;fl'~li'~~;t~~~J~ij\1_~:~~~:[5frig-~Af(t~,~-~r~:~i~'.t'.t;~~ ~~~Zfilig~~~.;;~ZJ4~~":.;,º~-.e: 1·• 
am bicri'i~·-~::rcia~·~:_esto'sff'a'ctorcs~han:;j u sti ficado\q ueflafi n ves t igaé ión .se.~ 

~:::':ªº,~~~~{~~~~~~if ~~~~;~Jr4~~:;!5i~~If~¿~;}f~~;~~::'.:: 
países .. dél ~.:;';;-c1·g ': 1"{ '-ai>unac ¡ ó n ···e:oni~']·'~''ri''t~~i~·tl'á(J~~~a's:¡;·b111io1a r• .1 a 
Anaplasmósi~'; ,pero· una vacuna altameiúe;:,<::'f-¡J~z;',desafortunadamente 
no exist~ .io«:i'avÍa. Uno de los primeros· int;;ntos· de prevención contra 

la anaplasmosis se basaba en la premunización; es decir la 

TESI0 C~OlV 
·J.:,'(/i!~.1\f . 
- ·- -----.:: 
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inoculación de bovinos con sangre infectada con cepas de campo de A. 

_marginal_e-,~seg_uido. por __ tratamiento_ con i'nduciendo una 

protección inmu.;.ológica _sólid;.-. - _O_tró. ~étodo)d(!:; :vacunaCi'ón fue 

iniciad o': ~.~r:~,~ll~~g~_~JtÜ~~~;~ii.i;~'~.~~J~.ª~~-~;gi\'if~',(.~fi:~\~~x~~(~~:(·~<>~.~ -~a' 
cepa v_i va:de/A:'f:'!ent';a/e, •la ;•quefriorl11alrne?te; induce :una .1 nfocc1on 

tod·a-vía"> 

(Anon~ la 

un ri esg o_fd e:c:oca-s i O}lRf;U na\i gr_ay_e''7,enfe rin éd ad d: n ni ca~"es'p_ec i arme ri,t_e; en 
~, .·', :¡ _,_ . ,,_ ,- ·:y ~'.'.i;'"~' .. :~:-':«:t,f;:,c_c>);r,:·~"' i'.::/:¡;;-:7";2(5, ~;'·);.~;~::.;::.:;'¡;,~>:~:;:.~. <;:~~::.z5;·j';,.~.'.y:.J.~1'.'f!¿;~·- ~·,{/.;~ ;:Y=;~~l;~:,~·':'.'\!·:··í':~\.:~:· .:;;':~:~.:_:-:·. ,-D-r. ·:e 

zonas ··don.d'e/es}á ric~ettsia(és,•exóti¡:a;-''c~mó-•-es•·'ehcaso:Jd~.fl'vfé~-ico.•_ 

~:~~{;f 8~if ~~f l~~!~tii~J;;~t8~f~11~,1~~l~t1~: 
Zimbabwe .·.se '.h~n; pro~ado nrnnógenos>~'1?act1¡ad~sr•:,:de_;c::ccl1erpos ... 

col. 

contra·' 

p rotecci Ón;,pá'.'rc con tra:idésafí os::hcteró logos;·.:Otras·;•.des,ie ri tajas·. con 

~::::::~;~i~f ?:~tJ~~,~;.~~Í~~¡~~f ~iK~~f~~bl~f rtt~~1\~Z~~11 
nacidos de yacas: :v-acu~a<f~s. :Carsón- y /(:()1~; (-1~77) ri.;C:.fon' de los 

primeros investi,gadores --que estud i aro n,,...·a~resP,uesta.:;,.ce 1 u larf inducida 
' • ~ • ! ' ~ ... I '-..' I l \ ~ ¡ '""·'-·-"·· 1 

'. l? Í-)~:__~· ~-" 1 • 
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por este tipo de vacunas y desde ,entonces. otros inves.tigadores las 

han probado eri dife're.ntes 

variación 

Cons idera~dc:;;:1::;·~·· 

En 

MSP-4. y MSP-S)~ Sólo los 

del mundo: En México, los 

•,MSP-1 b. MSP-2. MSP-3, 

han mostrado 

TE s~:~~-~:;:.~; 
FALL.'--

protección 
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adecuada cuando. se utilizaron como inmunógenos mientras que el 

MSP-3 mostró protcc.;ióri menor ·(Palmer. y col., 1988; Palmer y col., 

1989; 

es 

de 

- - - - --

·ha 

~e_~ n~_~;_1-a·s·: -:~d;;~~-:-·_-"an--i=:€i·~~~º-rec-s: 
de' Í\.1s·¡;_1. 2 y 3 

'·· · ··-.- ·-·. \í.;~~·ríos 

1 n mu nop ro teptore s):en/cepas!l oca l,e s:,'Pª rá,\ q u e{s .e;pas;::1 ne). u y.a n~e n :d 1 eh as . 
, • • - : 1 •• • ~·:. f:>.: ·:._;,·(/-·í.'.: ,. ,--:..-~~~·<~·· ~-.;~ ,~:~_-~::< '.G:~<~~'<'-.f ¿·~V-r"~;p;-!{~-\;:-i.;~::<Y6'..~J:::;_;,_·~-¡,~),;;;.:.-::7;;:,::;-~-~t:}:·?,',<; :!'.:·t·~~"',';:;';;I::t_,;.,:(~~::f;"'1~·t,;,,;':.(,;.',;_¿;c·1':f:.~~:::.~~":~:;/ !·:·('> :: , · ·~;-.. ·-:':..: 

va cu·n as .··iE l\"en ten d 1 ni i en t·o·¡'ded ose me can is mo s(i nm u no pro tec t'o re s::itan fo 

e o m o .··.·' ·. ~ ~j!\~!~~J~~~i1~~~i~~,;~~~y~~:~;¡i~t(~~.g~~1~:~~~,f'~)r(*:~~~~,~~;~t~~¡;,··· ' · .. · \1}t' ' 1 a 
in mu nop ro tec e ió n.: s.erán .,fo 1 ~:p r.e á ín b úl.oi P.ª ra'"J a'<', el abo r'ac i ó n·;::de ' .. vac·u nas 

, - . . : -:, · :_ '. -~"-;: ;: ·;:,~:.:.t~ .. --:is~~;i~j·:f~ fi~:~jf\i':-l~f(~::.~:~~L:;;.-,(/;;;l~·::t·'~-~t~i.'~::::{,f·~::-':;'.-~-""f~·.·; :.--~-~-~,;<~::e~·;~:~} -.~._.~~:-.~;·(r.;~;t~~~~~:;:;\~;.'.,~~:::·~'~;~~1':'7-; ~' ·;_: ~.~~::, · · 
de. e ficac ias.,s uperiOresJa>la's•.:,vacunas~'an teri orrne·n tc{d es'c'ri'ti1s'; "'." ..• 

~ .~::f ;{~~¡~~ ''Cf'!~7~~1~~&1{~:,¿f iifi1!~I~1!i~~~;~:: 
de se o~ 0~1 do,s;•.e~1:.e~1de':'·~ '.ª;;se·: ª.:,•mos}~~d ~fe,n<:7nas<p ~ b•l 1 cf c ~o ~e~, en 

~;·:~~~~llAlt1Jít1l ttf~lJlf J11~~1~f ! ii 
S-met 1.on 1 na¡:y~'.l uego"•s es·l.as.!.re,vc 1 a i:o n.;·por¡~1 s oele.cfro'c.nTo q u·e;·,~oe.• es.ta 

f ~~:;~if~~lf W~ili~~jl!~!~:~f ~W~i~~~rf~~ 
investigaci~n<~~ yacuna;;;~cóntrf ;)a)anaplasmosis bovina :ha ignorado 

el pa~~Í- 4¿\~~?j~~!i~~:y~~Í~~~h~~>· <l<:: ·~~~~~ ,·p~otéÍn~~s -- ~n: •·.1ii·. ~e~púesta 
inmunoprotect;;~a;. Q~

0

i~1fs e'st¿ se atribuye a la creencia de q..;e las 
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MSP funcionarían como candidatos de vacuna por ser altamente 

i nmunoreactivas. 

No cabe .duda de que el éxito.en·.la·claboración 'de una vacuna,.debe de 

~~~=~;f ii~~~tiéf tí~}lii~~~m!~i~;~1ri~~~~ili~~~: 
hacia .1 a':'.i den ti fi ca.e i ó n;?dco;é·antí gen o:S)(rún u'nop ro p te c to're.sss fo' o );;ta'rn b,i é n 

==~:~rl1J"~~~1\f i~k~ª'~~rtr~,*:!fi~~~~461\1~jt~~f f ~~~~:: 
dadas 1 as \ca.racte.r.1.s ti.ca .e: ;>e.agen,te,{ca usa l;':;,:.se'tcre.e:;q u efl.ac:p.ro.t.e,cc1.ó.n 

in mu n~g~~;x~;~~'i;,:~~'?{.tc~r~.~~·~·~~};~~~~;~t~t~~;~~~0~'l::~.~~';9~~·~r~~t~~J'~~;$1~i~~·~~~~if~:fta. 
respuesta :;de,~:cél.u las·tT< coop·er'adoras;:•aeé,:"tipo~:·;1.o;·(T.h l·)';'q u·e;c.•s·e{as·oc1an 

;::~,.,~:i~~1~~~~~\~~f ~!~~~~~~~~rir-'if'$':¡~1f~~~k~\~}:~ 
una .1nmu~?g~ob~ll(la<de>1~0.up~}IgG2 (Br~wn y·,··co.l.·; l_99gy;;:'En:"e'sie 

':•~~~bo · 

el 

mostrad o ,'I o ;~1s1U0Xc:o n i;lat!vl S P~'.2: e En ~u s.: conc 1us1on eárre 1ac1 on'1d as. al 

\.:.,·· 

•.'se: ha 

·c>"o.nfrolar la 

PÍ'aiva~® no han 

mostrados proiecc:iión a'd~~·..¡~d·~·: coi;itt:'.' desafios heterólogos de cepas 

En 

intentado. 

enfermedad: ~ ·Es'tas; 

mexicanas de A; margina/e' ':(Figueroa y col., 1997); muy 
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probablemente por las diferencias antigénicas que existen entre las 

cepas .vacuna les y las· prevalentes de México. Esto ··ha·justificando 

esf'uer:Zo s· ~~i é;iif fi "º·s °'°"~=.Mexi"éri'•h·acia la'=inve=s'tigld:"ión et~ cepas· Cle 

origen· regiori.i.1/y. elide¿~i.:.:<>11 Q'ici¡,; va:c;Jt\'';~'·a pár~i/del;,~ ·.nis mas. 
, .. -.~ .. :~=;·_--~.y,. :·:.,':··l~~~-~;~F~;><\\ ~-.. -' _.;, ::: .. -·.~;_~~·.:·/ ·~ ~~.) -~·!\~~·_·"'.:-:~~-:.·:,:"-~{,;~\~~x·-~,.:•· '\-:: , -~~y·r. -·;. - -·- : 

Este 
._·,,.e; ··-,o~; ·<,;\· --'"-~><) .,-,~'.}~.:~~~·, .. _ ·~-~~- ~~~--

se· 

Cl 

celulÍÍr~s 
·:.';·_·.: 

Objetiv;,·5·;.;·· ·>· 

inactivado 

1. 

,.,-~ 

.;·.~_ ... : ', .;:: --.~- : -, 

· .. •pr<>'ieé.::~/ón. ···c1e. 

inmuñÓ~~~~'.i~;i'~t'f~'~<l6.d~ Á. '.m°"rgina/e 

cepa.• h~t'eiól_~gr; ;:; 

::<.>, .~>,; :t>· 

tienen 

sg\~l~era que 

·capaé:·~~·, de inducir 

¡;,~ .. mecanismos 

:inm·unizados con. un 

y :desá fiados con una 

2. Probar lá,''capac)dádi,de>:cuerpos iniciales de. A. margina/e para 

inducú.Jrl~';~~'p~.;;~;..llurn;,ral de lgG y una respuesta celular in 

viti-o en 'cél~I~~ mÓnii;.,_ucleare~ de sangre periférica (PBMC) de 

bovino·s ininurij·~'.~d~·~-
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3. Identificar por in mu no e 1 ectrotrans ferenc i a antígenos IgG2 

específicos presentes en los tres aislados mexicanos de A. 

margina/e.-' y determinar cuales de éstos son las, MSP ya 

publicada~', y:-::_cu~les son antígenos nuevos capaces de· ~:~~i·mul8r 
u na -:f.~sp_~::~:~,t~, --~-: i ~7

tji_~_'itopr:o(e.~t_~-ra. 

desafiaé:ló;;/~; ;'<·· 
·;:·_::· -._ .... >-:·,: ''":..\.~. 

4. Probar. 1 a; •.. cp.~'ªp···'r··~.a·~,' ... ·i··.·.1n\~d-~u• ·.:c;;
1

,/1r: ,i. v it_ro_ .. . los 
espe'cíficos.: ·p.:'Óiif-;;,ra'ción 

: .,_ - • '-.. _ ! ,7~ -- ' -;--_;._,. ·, 

producción de:IF'N:.f; 

bovinos v_aéunados y 

nuevos.· antígenos IgG2 

de. 1-i~fcícitos CD4+ y la 
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CAPITULO 11 

2.0 REVISIÓN DE LITERATURA: 

2.1 Definición y patogénesis de la enfermedad: 

La· anaplasmosis bovina es una enfermedad hemoparasítica, inf"ecciosa 

no contagiosa causada en bovinos por la rickcttsia A11Qp/as111a 

margina/e, la que pertenece al genogrupo II de las erhlichias' en el 

orden Rickettsiales y la Familia Anap/asmataceae (Ristíc' y Kreir, 

1984; Dumler y col., _ 2001). El agente causal es biologicamente 
-.'~ ,:·- ,·.-''~- ,.,,._~·-·~·:.«._ .. _:-1···:·--~ 

transmitido por garrap•Has ,ixódid~s de, varios: géneros:: per,o · __ también se 

puede tí-arisÍriiiir'. iS:'tr~~éni¿amente. por_{n;t~u~~e.;to's quirií'rgi'c~s• no 
-·. . .• · _ ·; -.--, __ : .'. -::~_.;-~~-_,, ... :'._;:;'.:,::.(:?"'>~:,>::s .. ::;;::\:;·:~:;~-~/. :'~~:.o·:.~;"' ri-'.1--::t:;;.-·;~~:-c+·;;-_:::-:~:,;.;(~_~: :~~---~ ::_:::. \''.' -:';._:.,.-,::_,:,;:; :-.:?/,:_: ·':(. ,· ~ , -

esteri l 1zados,:y· mecánic'ame_nte,,:por/insecto_s,ihemató,f"ag'os';-;::.:., .. :.'';"< .• ·.: .··' ''·' 

~:p::~·~f ~%1@ít~k~f~:,,,,jf~~:~ji~;t~~~;~tt!},r4:~1J~i!~~0·:: 
único. si ti<>· pará• aes'arrol láí-se·'~(Risti c''iy:\\Víifrach;i;I 963) i''/c'a'raéterís ti ca : ·-, ·.-;:;.":'.·~-·_,:·,_,_,,;·,.~ ;·• ~··. -1.: '-. ""-~-<';-.~~-;:·.::,;(1\~-· - . " "-'.:~.:. '·'.'' .;,._,)r-·'',~ -~:~:.-·,·:t'/<,·.~.:_,._.;;;'·--~~-,- .......... -~-' ,~····;•'·:·_-."'' ···-
que les ',hace. oca'sio'nar ·una' a'nemi a··gr'a vé<én" los' ca's'o·s•'cl ín icos de la 

: .. . ; ·. ·-:-:_: -·:-:'. ··:;) ~-;' t:~~~::~,~-·1-.;:;-~:: .. ~¡;:;_~:··-+·k,;,¿_,>/-'" .. ~ .. ~;)~;:.;:~·:~-I-.'.': 1.'.•<:~~\~?.::~::'~~~-.. q{:~/.~'::.;-~\-o::.:·~-~::~-· :?~.J.~~):!;_';~::::~; ~;ix:··r-~:~:~: ~·.:-::<'..5,i; '-.:-~ .-·- :::·:-- -. 
en fermeda,d ::Lacanap las: mo~ i ~rs ~oca rae ter1 za·r ..•. · -~_ll1Ia,~e ".~ ra;~tfie.b re, 

i e teri era,:: «-.en 

produécróii_ 

mortalidad >d~ 

con 

."·r\·.3 . _._., 

-;.1(;~f\T . 
. . ~-~_i 
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Fla•ra 1: La manjfestacjóp clfpjca de la apaplaamosjs boyjpa: 

a b 

e 

LEYENDA: a) aborto, b) muerte y e) caquexia severa por una 
infección experimental de anaplasmosis. 

durante los siguientes 15 a 45 días los bovinos no muestran signos 

clfnicos de la enfermedad. La rickettsemia, representada como el 

número de GR infectados (en porcentaje), se inicia en f"orma discreta, 

en ausencia de fiebre, posteriormente, en un periodo muy corto se 

inicia la destrucción acelerada de los eritrocitos. Éste periodo 

coincide con la mayor multiplicación de la rickettsia y con el aumento 

de la temperatura rectal (Tr) mayor de 40ºC. Alrededor de este 

tiempo, se empiezan a manifestar los signos clfnicos de la enfermedad 

como; debilidad, anorexia, deshidratación, p~rdída de peso, 

disminución de producción láctea e ictericia. Los animales 

sobrevivientes tardan varios meses en recuperar su peso y producción 

; 

i J.i'_[).i __ ~.:. 
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inicial y se convierten en los principales portadores de la rickettsia. 

La pérdida de peso se atribuye parci.;.lmente a los efectos de la 

f~~i~2i{~1~~i~~~~~~~~~~~~~~~~~1i~~~i8['~~ 
n úrner.o de: .. ert troci tos~.'i'nfe.ctados :'ofEstas',~variacion·es"seA.ha·n:fa tri bu ido a 

::~~:j:~i~~i~li~~J¡~f ::::1 l~!i~fi~t~~i~li11!r~~~~~;; 
(Al le man y·,~c·o1;''·<:1997 <:FrerfohP:y"cor:"'I'l.999 · ·;_':~l;,.<,~, ,,,::,· 

L ª ª n:~iti i ~t·;;·~~i~~~if ~~~-~'.i!-~?1tf !~?,~~tf 'I'~;~~·~{~~~~;~~~t~lr~if~~:~~.~/,~:~~~~é~:.i:~;"~ ~'<>.~inª 
es oca\ifo·~·;.·<l;l ·,por,.,1a·:.,destrucc1ón; extra vas cu lar.•:de··~:losferi trae 1 tos·; en ·e 1 

baZo' ·:·p,·6~~- t;:f/~fr't'cé::t.:<i~~}f:J;:;~ . ~~;!¿·;~~~~~:;;¿ai~i¿I,~:'d'~~~"~~~~~;·~'~t~i?~~\~"~ru·~~ión. se 

:::l~1.?i~~i~~~~i~~~j1~~~[~~~i~lif~~iii~~~~~~~···· ·: 
des tru cci ón .dt'eritr~c i t?s'.i t~t~ l~s:;~s\111'.'~.~ ~(:a Lporc ep taj e:d CC:eri tro e i}o s · 

ff r~~II tlf lltll.if A~f~'111~~~li• 
,, · .. ·~~·~;~',,::'. ·-· ,~~:.~~:.:~: ._;}·i;1,,:,,;:~~·i·"0·'·?>~v-.'.~S~::s~~-~{\'.'f~~:;_,·~~~~8?'f;,;.;:~.,.:'\.··~'.~!ú:: ;o.~-~g,:/:~,_,:.::::;,:~:.:;¡.,,¿-..,;;.~i"·2i:::~.;:-;;;,\:· --, _, ... -,,. ·:_;,,:e~'-- .· --. _. __ 

en re 1ación".'a1>,desárr·o'110·§de'{an-e·rnra·R;:Mariñ'"y/:Ristic::(l.963) 'repo.rtaron 

::~,:T:ii.f~.~i!~l~~~~~~~~T~f ~~jf~1~lJ~~É~~~:;~~::t:::. ::: 
anticuerpos· ;:c,n:trlbuyen:: a?':)~ :.clestr'~.;ciÓn: de los GR mediante fa 

activació~del co~ple~.i~~o. 

r-----\1::.~.~-~ .. 
1 lII~J}.~ ... 
!~-·---·- --

, ,,.. ---~ 
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2.2 Clasificación: 

A. margina/e pertenece a un grupo de bacterias cocoides .. pequeñas. 
Grarn negativas y parásitos obligados· intracelulares·· ·que ·infectan· 
células eucarióticas (Durnler y· l:oi.; 2001fo;;'\~e repli~~n';~n- i~ ·cé'1l)1a 

;;;:iehdi::~ :;;;;~ udne ó1r0ga::';iTufi'.Jf,;dci~:tw;;E~~-f]Jñib~~:kªJ;.~:fjtV1fº;:· 
~ªn;;~ ~:::10ªSI:X~~i3~~~~~~~t~;~~Y}t~~{i~1~~iü~~~~{~~~~1I~!i~~~~~~~~~it;§i 
hospedero. ve rteb, r~.do''e.Oip?c i fTcarnen te'cen\céluras;,d er i.~ad ás ·:?-e "tej id() s 

del 
(Theil~r< 

,~;;;.,.~-::. 

.\'; 

los· 
,;:7-1: h·~;,. ·,·, :· ,· 

·e:{.~¡·:~~~·~·,¡); <!~.; 

EE. U U·.;· 1 os;Ccualéscferró·rieanien te'ico'ri fü nd i éron',fcoino·;iu tapa: éde ":I a 

~:::~~tZ~1íí~JJT~~l~t~~f !~~·~.!~~~!it~dJfo~~~~;W~f4M:~ 
G iemsa. >·:·)}': •. ';\. . .. ·.. ·;•;;: · "< """';,_ .. • 

~:~;:y 1 :¡·:~::i:::cl~j¡·i~~~~;~ft~~~~:)9:~;~~~ie:;~:1i~iI:~t~: 1~:; 1~::e:: 
A naplasma spp se pod~Ía ~~iu.ii¡~/ 

TEsrc:: CON . 
..• ,SEN 



Reino 

División 

Clase 

Orden 

Familia 

Género 

Especies 

Hasta el año 2000, al 

Procariotcs 

Gracilicutes 

-Sc-otcibacteria 

RickeÚsiales 

Ariapl~~~at~ceae 
A..;~ 0iasinap 
A. ~argl~~¡~--
A. centralé. 

A. caudatum 

A. ovis 

género Anaplasma spp pertenecían 

36 

las 

rickettsias intra-eritrocíticas: .i.'-:_ma':"gi-;.,ale, A. centra/e, A. ovis y A. 
-:_. ;·. 

caudatum (Ristic ,y_ ·Kreir~ -:·19-84). ·oesde que se publicó esta 

clasificación en e't Ma-,;·z,di'd~>iiliC:ier'ioíogía Sistemática de Bergey, se 

~~.: :;~~~~;~~~1iii~~tlt~~s·~~i::~~~~:~~:<~~11t;1zI~ 
técnicas_ molec~lai-e~~::~~contraí-on.~imilitudes en las _se.:u.en~ias ,de 

D NA ~ n:'~:~i~t~~-~~~~;i·:~x~~~:~~<~~J.~ ~:~ ; ribo sorna I __ 1 6• S ;'~-~~~i-~~~~~:-sx~ ~ r _-
~ an á 1 is is'del\pa.trón fantigén foo'.'Y ~I ~análisis>dela.:·Ii terat-ura;~acerca.de 

;:!uri:;¡•;~;;"su 1 ta do 
-~'i ¡'.-e 

espectacular de:· e~t-~ .. • pub 1 i cación; ,,·f'!e/ ,la •;re-:~las1 fi,cac ion_ de 1 a 

:iacctkoet~:íea;'ªE1(tl,1I~1ftf:~~:~:::t:':'~ii~W~~l1:{':i:ªr:'c;~:~t:::'::~,i~: 

!• ·' 
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un mínimo de 96. 1 % en comparación con otros miembros del género 

AnaplasTna ·spp: Según esta ·nueva .. ;,lasificación·, las especies A. 

phagocy1op_/,;i<:i:~ E>~equf y -c1 ... ate~ii:"-re:5¡;b·nsab-ié';~a(a)"<.· ~llrlicihiosis 

:;;:~t::~:;;;~~~~:t~~~tí'íf ~~~~¡~~~íS~Wi~i~t~íi~~it~~~.:~!E 
=~::i::c.ªf ~ó&J;;~~~~f¡~[~~;y~~~tz~~-~¡i~1-~~t![~~~if~~I~~1~~~R~·~F~F:E~:: 
antigénico de estas ric~e~tsi~s,;se ;ha,•mostrad~,-'_u~a-;,.~irriilitud en los 

n u c 1 e ó ti dos de 1 g ;;n 'l6'.s'\~~-~i'fi4'~%:i,~·i,'K~~{~g-~L~'.;;'.'[;'~:{,~~~~{~ i ~s_ . <le; · A. 

Tnarginale, A. o vis: A: d_e":5;rft;'·f~~;;~;~.'.r.~.·-;._t.•.c.ª.·.: .. :.:_r.:·.,_·f.·.-.-.:·;;~~~P-h,~?~~;?''. ··:,,s. . 
~ .. - .·;.~!','~J .::~ ; .. :; ,; ')'' ~. '" __ .,_-, ~~.:i:;_·:-".:'.> .. 

~-: m-:;;~::;:·~, :.:: 3~~)1t~f t~t~iÍ~~iÍ~i~~¡ f~º~~~'@r. ·.v;; ~:; 
aproximadamente ve in t.e?v.e'c·.es·•;mas_~:peq u'eña''.·'·q ué '.ffa~·:cé 1.ü 1 a· q u_e ·in fectá,: 

-· ;_' ·.· ~~~;.··,.'."->-:-.-~~:-'1z:.~::;tr:::~1~.~';rr~.~f-'·~,;:{:~Y":~:.:-:;:-; ;;;~~~·~:,,~~-;;::.:~~-~.;;~r}-~~::,~.f~,s .. ~;·_·.~ ;·~rYF ·"' .·:/:.:__ ~; __ ;, "· : . ._. · ·. 
el eritrocito bovino.',''Ct:lularmeiíte~ · /aS'lna'>:;spp:.-,:se''caracterizan 

núcleo con 

endoplásmi;,~;; 
··_;: • ;;:~.'l....: 

como cuerp·os· 

e ri trocito' ,;-t.J'rf•; 
iniciales 

son Gram :negativas';;y':en\frotis"tdelga'dos-;. e¡sangre;•'¡:ier.i férica\lós cL·de 

A na p 1 as;,, a·.··· spp· ,. s ~' 1/ti :f:~:-~:~,~~-~~('~~''¡'g;'j~~·~~J'~:~.~·f;i·~~R!K~.H'iik~:.1)tJ~t{~'(&·}~ ~:~¡·.~ 
e 1 ec trón i <:;;; ,-.~~\ e 1. s'oif,~·61 ectro\iensos "': y .' múesfran·'";u'na ··;esfruc tura 

• ~ ' .. ' ,i.. ~:-'... , .... , • ' ~ .- . - --· •. " .:·: :.:.,:.-.;-:, -;' - - " ... ·- ·-· . ~.:·<::.:··~;:_:__'<. ,>· - ' . - . • . . 

in terna •. de 'cu·erpos redondo.s" cúya• .. parte: .éen tr.a (,ie.~·;; me·na:s ..:densa·~- ''En 

otros estudios se han ~eporfado q..¡e alguf1as;·~~~eéÍ~~ Je A~<J/;lasTna 
spp tienen colas que están hecha de materias proteicas (Krcir y Ristic, 

1963; Kocan y col., 1978; Kocan y col., 1984). 

Tfü!.TS CON 
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2.4 Transmisión: 

2.4.1 Transmisión biológica y ciclo biológico: 

Smith y Kilborne ( 1893) fueron los primeros investiga_dore's _que 

descubrieron el papel de las garrapatas como vectores de enfermed,ad 

del ganado cuando establecieron la transmisión de Babesia spp en 

bovinos por garrapatas. Por lo general, este grupo de'·ec'íc)p~f.iiit'ós-es 

::::n;:b~:b::::s1i:,t~l:nsé:~::~o=iiJ}ó1:i,ct:~~=;~o~~e;r;~~~:í~fi[t~~:r:s~:·· 

t~~t·~f ?~!l2If i!ll~il~~llititf tltf I~ 
sim us. R. bursa;;:'Ixodes\ rici nus::•;Hya/ommo'''.l iús'ita'nicu'in>:!Dérmac'entor· 

varia bilis •.•. ~-. ~:~9.~:~t~5ti~~i;i~:f:~~~i1~~~J~~,{~7il~:i~~,~~~!~.~;~~~7,~'(!~~-~;~~.'.'~:;,;1!}~ 8 ; · 
Yeruham ·y . 'Braverman""''"·:l 981·'"·-:·zaugg·•::'·y·»::c:col••-~ .• -,n 986)"-";''Estudtos 

~:·:::~~d~~J~~~~!~~ti~~!~~~lll~l!~Ff l~&~i~ifi~)~~f i: . 
(Seddon; · 1952;;~U1lenbe'rg·~~é,1•968;-'Co-ri:iercyi_'col :·;·t.;J 983):•iniéntras·:·q ue en. 

~,:. ::·.:%!.~~~~\1i~~~i¡?r~t.7t·r:~1!fiC~!e'Y~í,f /~~1~~ 
ann ulátus:-<;:; En;•Méxi'có'ei'ávec l ógi é'o!+p ri"ncipal'\'e a rrap'a ta· B. 

::::;;{:.~.~~K~§F-Zi:;\;' ;.;~~~~~~:·¡·¡;fü~i"ic • .'~~ d~, 
El grupo:'de·:·Ko·c·an?: , J.992a&b):~ha;<:'.realizado:f,'estudio acerca: la 

== :~:::f: t~\1¿~~i~~[~~1~~~;1ttif~~11r~1;i~1r1~~~:,~: 
a 1 i mentaciÓn en,'.un-'~() v1'.1?'ililfeetado: eon-~Ao?·m':'rginale:",:Enes t~,'.m1 smo 

y otr~s· e~f4<li~~'S;~~:'~~~¡;¡'(j~'~,~"·~~"'~:'1':~~;'.,i¡i~~¡j~:~~{;,;";l'~n~s\scin más 

eficientes. 'para' transmitir; la énf~rm'edad qÜ«:; 'las her;:,;br;.s (Kocan y 

col. l 992a&:b; d~ y: col. 1996). ~e~úÍ't est¡;~..c~stt;dios. éste fenómeno 

l • ~--;~,~~ .. r~~~0-----, 
l ¡-,. 

¡ __ (.:1:·.1 ~·- \·~- ~.:. ::, .. :" I 
' -- -~'._·:..: . .:__} 
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se debe a la inf"ección generalizada y P.ersistente de la rickettsia, muy 

característica en garrapatas n:iachOs en. comparac{ó'n coit ·las·: hembras 

de esta· espe~re:~ 'Aaeiriií~ ae·°'ésta::'~Ó!is'erva·c.i'ón,'0 s~e·~·1üLlloútctb" .. ~t'ie la 

~~i!0~\liJll~~!IJjil~litlf il~illill\tl1t?1 
la anaplasmosis ,don.de existe.esta especie·. 



Figura ii: Cjclo biológjco de A. mqrginqle-

~. 

--

--­_, 

' -- ' ;., --

LEYENDA: CU111lo lle P•r•sitology Totl11y, 1999. Vol. No. 15(169). 
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La transmisión biológica de A. margina/e involucra una etapa de 

multiplicación y de desarrollo de la rickettsia en varios tejidos de la 

garrapata los que incluyen; las células epiteliales de la parte media 

del estómago (Stillcr y col., 1989; Kocan y col. l 992a&b), células 

musculares, el hemocele y las glándulas salivales. La transmisión 

ocurre cuando la garrapata se alimenta de un animal susceptible 

(Kocan, 1986; Kocan y col., l 992a&b Ge y col., 1996). Al ser 

introducidos en la sangre de un bovino susceptible, los CI de 

Anaplasma margina/e rápidamente invaden los eritrocitos maduros. El 

proceso de la invasión del GR involucra un mecanismo en el cual 

ciertos receptores en la superficie del eritrocito y otros en la 

~ 
i . 
l-- -· 
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membrana externa de la A. margina/e_ permiten que la rickettsia 
- -

penetre la ·membrana pla'smática de._ la· futura' céÍí.Jlá- hospe_dera. Una 

· f f ~~~;i~}nr~r;{~~%!%~:~n~{~íii~l~1%~~jf §~i~~;f í~~~J~~~ 
:~.:·º~~::,~:' ,::·~:,:::::::, ":':::}:rf 5!~t~~~~~~~~J'f~¡e.~l;·~i]~: 
sangre infectada a otro bovino suscep_Üble ;_,-~.;·rn:~lie-n'CI~ _-_. ciclo 

biológico de la rickettsia. 

2.4.2 Transmisión mecánica: 

La transmisión mecánica ocurre - por insectos 

hematófagos como; moscas de establo._;(SÚ~mo;>-:s·:·~a!Citrans}, mosca 

del cuerno (Haematobia irrita ns). los :-tába'n'c:ls :(Tabánus -fisicatus. T. 

atratus. T. abacator, T. eq u il is y ,i:< ~fitJ;J:{,~)'u.Sj_ ; ;.n''osq u i tos de los 

:::::~:.:::\i:~:::~:;:E~::r:t~f }ii~ff 1!~ªé::z: ~::::~:;":=;: 
:::~i:~ i~~%~7c, ó I ;::~~c:c~ó:st:e f:r:: 1::111~:'~-~±~¡'~1i0-i~~~d-~sffc~:~:~: 
depende del tiempo entre la interrupción de· alim-en-tác,i_ón - de una 

mosca y la próxima alimentación. ; ;_';~ ·; 

2.4.3 Transmisión iatrogénica: 

Esta puede ocurrir durante como 

vacunaciones, castraciones, descornes -(D.ic.kmans-, -,,i'9SO) cuando los 

utensilios no han sido esterilizado adecuacfam-en-te:· Se.p"uede incluir la 

transmisión 

intravenosa, 

experimental 

intramuscular,, 

que se., ~· 

subcutánea 

1.cúi'r_a por 'inoculación vía 

(Márktl, 1990; Stoger, 1990) 

bajo la transmisión iatrog-éniba."'" lnteresantemente éstos últimos 

'\';;;ic~:.: r:oN 
F fil~· . -. '.-: !:: i;_~Jl'! 
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autores reportan Ja transmisión vía oral bajo condiciones 

experimentales. 

2.4.4 Transmisión Vertica.I: 

Algunos investigadores han reporiado Ja transmisión in útero de Ja 

anaplasmosis. En un· 'estü'di·~~ ',}'~aUzado en Sudáfrica, P'otgieter y 
~; _, '.,..-.,,,.;:... ••• • ' •-v~• • " ",-e ' ·.,,". • •" 

~:::~~:.:::~"c~::=.iit:~Jtf ?~~,~iiit~:~g:;i~~ii;::~~~~V~K~;;:: 
Salabarria. y Pi~C)(l98~hr,eport .. n .• uf1'1 aha·rn.,id<:(lCi<i\de 86:4%;de 'Cl 

::. A ~\7:;-1~~¡t~~i~·11:~~l!~Rl1~'!~~~~~~~1~~'f¡.~~== 
de gesta.c1ón';\:a.unqu~'.las;'parasi temias•.:eran '.menos .. ._de .. ·:.1.%•·:en·.· todos·· Jos 

casos. Aún cuarido J'a: 'trari~rnisiÓri; verti~aÍ de >A. margina/e ha sido 

demostrada por numerosos investigadores, no ha sido considerada de 

importancia epizootiológica (Ristic, 1960; Dalgliesh, 1984). 

2.S Epidemiología e Importancia económica: 

2.5.1 Distribución: 

2.S.1.1 Prevalencia de la anaplasmosis a nivel mundial: 

La anaplasmosis es de distribución mundial y es más importante en 

zonas tropicales y sub-tropicales aunque también se localiza en zonas 

templadas (Callow, 1976). La anaplasmosis se encuentra en regiones 

diferentes del mundo abarcando varios países en Áfri.ca •. Asia. 

Australia, medio Oriente, partes de Estados· Unidos. México. 
Sudamérica y Ce'ntroamé~ica·_.. . : ·. ·. .. .. ·.i· :::. ' 

:::::::~:·~ ,E~~~~i:~::;~:·:::~1:~~=~=n•~~:~W¿rtf ~;/~i~:;füt~.?. 
.;:í 

para las zonas de mucha lluvia y menos en zorias ·;.t;c,·a.s'.' En ··u·,; estudio 
- . - -

seroepidemiologico realizado en la zona centro-occidental de 

¡----------------.. ·-···-

·-.-. -, 
\: :\-
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Venezuela, James y col., (1985) utilizaron las técnicas de 

inmunofluerecencia indirecta 'y aglutinación ;.n Jatex p·ar~ est·udia·r las 

:en_, 

prevalenci'a _d~I 
seroprevalenci~· 
(Peterson, 1983) 

comp lemen_to .(f cj! real 1zade>:(écon;,su eros'•~de.;':bC>_v1nos ~del i_es tado'.:•::Seguri 

~~~~~~:~~~~f ii;1f~{~~~~f i~~,~~ii,~~~~i~11~~~f f J 
de 1 estudio. cu en tá· tarribien"-'.corii,;pr'e·s·enc ia';'de é-'\otia.Di'ga(ra·pata,•;:·Jx'o'des 

• • -. , . .:: ·~ ::/=:. ,'.~ ~;~:\:~:¡;i;~:: ;P:\ ~~~~¡);¡):~t<~:;f ~-i.~;~),~; ~t~2 7 (;~:;}'.~-:~;:;_;:;,''. ::' · <:::·;~·-0: :--:;}r.'.:\~t,~y~; /'..'~·:·.::'.-;::~fo· .. :.:~<:::~_;;t;):··, .:r.t:;:~V.::~:{~\:\--X~ :~.: ;;:. :·: ·_. _ 
pacif1cus. ·En;• el ' .. 'm 1sm_o,t;es tud 1o·;•['S ex·:_r.eporta:.::q u e :•:la/ pr_e,va l_.e,n_c_1 a··::_de;.-1 a 

.: :: : ·,_" · ": :~~:~;::: §::j~~>;,-;f~;Y}j\~~·~¡';f ;?zt:;r,~-~~~!t:05-"'i~~\~-~~;:_~'.~;.:_~ ~:~~~-:!"~;°::·_~>' ·:\':7-r':: ;~~ ._}~t~ ¡~-~:¡~ ¡:.~~;~-;~.~-~t~;.;~~~~~-~/~-~Í c~:;1: ~>'.;:/>.--<~:\~ ,·:.' -·. ~·· :' i- . : 
anap 1 as mo s '· s ··era• m'.a)'o.r;:.en{.ra11 c_h os/d e:'c arl1t"q u e ;en\los ;d ef pro d ucc 1 o n 
de ·\'.i{~ - j¡c~';;~::1~~~-~~ ;: :-:_ 

animales .he'in.ionus) 

de·Idaho-y de 

la jirafa· y· un 

número y la gacela 

···¿() 1.:' en Sudáfrica. Las 

garrap~tas mal'.ld;.tie;:(la'',l.ra'nsrriisi6'n eníre los reservorios silvestres y 

los bovinos su~c~p~ibÍtb~. •. 

TE.S.1$ CON 1 
FALLA DE L¡¡~.,L.i.N : 
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2.S.1.2 Prevalencia de la anaplasmosis en México: 

En México, la anaplasmosis es por lo general endémica (Trápaga y 

col., 1-988) con mayor incidencia en zonas tropicales y -subtr-op
0

i"cales 

(Fragoso, 1991) en relación directa con la presencia- ·de los', vectores 

artrópodos en esas regiones. Dentro de las zonas ·.:'donde·' la 

anaplasmosis es endémica se encuentra el estado•d·e·•:.y·~~<i~-;~z.:d6nde 
se han' ¡;eálizado varios. est~diO~ · s~~º~,~·i,1_<!~~¡:gJ~'ª~i,~~};;i;{~~l~--;¡os 
municlpi~~ ~~I 'centro y del sur: del estado rc;~i~trando;<:gre-valencias 
del 35' al 86% (LÓp~z y 'c6Í:; _19~j; Eh 

1" ,' ','•,'é -.-.- • •r; v-, :... -¿~ ~ 

estudio·--

de 

: -- .. ·: - \•,.' 

con si in; la¡:es ºc()n~~ci ones;:cl im~t'ológica~_como;!c"I'ª~ª.u lipas)'',Fhiapas, 

[f ffi.~111f 1r1111t'J~!!~r1!~'-t1:r1 l~rt~·· 
1 1 .1 1 ~; (López¡cy-'c_o L;-'•;l 984):•1'E-':'\I . 5;c,Jos_,_mismos au tores':re-al izaron 

~:;º:;~~;~i~~~f~~;ti~;~,~r!~fi~~]}~Jf~~~i3·)j!~1j''-::1Il~~t~~~án/~-~c;·h~!~::º: 
m
7 8u.c9s0,:0·r~~,-d~Y-:'~?~~-?'~•9,:~:d~'efM_'_., ••. :.•.••·G·¡tu:1'~c·-·~r-:'r,-'(e_ .-.~r- 9

0

. s3) •re~ ~·r~a n ~ n a•·-se~6~;~~~l-~n~l~-d e 
,,. ·cn-·•c1•c::-eiiúido< mientras que - en --un --t~ab~jo más 

reciente Noc:hebuena y :_coL, ( 1 993) mencionan 

generál de;42.3,% en el ~i-smo estado. 

una scroprevalencia 
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2.5.2 Importancia económica: 

La anaplasrnosis es de gran importancia económica en el mundo, 

representando uno de los mayores obsiác~los 
0

para 1.i produ.;ción de 

carne y leche en regiones tropicalcs ... Y:.su.btrop:ic .. a.lelL;' En·· estas zonas, 

los productores pierden dinero. a tráv'é.s ... de>.Úatárnientos y aé:aricidas 

:r:~u:::::so;: mue.rt~s· ...• pérdidas .• ·.de' .. • •. peso'Cc•arne)····y"·dismiriu:ión·· de 

mundiales 

acerca.: oe 

.~en 

,,-,·~}.r~o' 

se 

1976 

y 

26.8% de. los:anirnales•'.g·e·stantes'•estiidiad '"Se ún(::ebanálisis.•::de . .los 

:::;.::.!~;!i~i~¡JIJll~ll'f%'li!~t1tlf 1~!i'.~.;r~::· 
rn ed 1 e o :v.e te r1 nar1 o";';'•Lo.s3 rn1.s mos•?a u to r.esi2 es ti rna n.•:;.q u e•cl as'ip erd 1.d as•. por 

~{~~~~f ;ttllt\tJ11ill,~if ,~lt~l:~tJ:~~ 
:::7caar::s ·.·cPJ~'~Lg<l'~di;~~n2:b:JJ~r~ 1· 9<lt)·~·r.:.s·· mil millones de pesos 

1~,~;s·~-: 
.-"'.'?.\ 
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2.S.3 Susceptibilidad de razas de bovinos: 

Se han realizado varios estudios para investigar si hay diferencias- en 

la susceptibilidad a la anaplasmosis entre las razas de :sostal1rus y de 

Ros indicus y los resultados han sido variables. Vari~-s''in..;cs-tlg~dores 
han reporºtado más suscepti bi 1 id ad a la anap 1 asrrÍos,is~:;,;n'·;l~~·i,'ra'~a's 's~s 

::~rs~: ;:r~~:7:,;~ª1~,~~1nyscsor~~ª;~.r;tz:~.~~,j:::?:jJ~,frJ~t~~~~~~~i:~E}q2~-~-
1 os estudiOs ,,,de: e'ste: tipo, se 'con e 1 úye :''q ue,;jlas Cdós~e'sp:-é:ci e's',c;:de:, bovinos 

::n l fr;f~~~~~tiil~~~i~1l~!~!df i f~i~~!i~!~~f~~~~j~l~~;;· 
co 1.. ( 1 9 sorcsei,:mo-stró')':q üe··~ ri'ó;':h'a b íirn 1•;¡d i fei-e:'n'é:: iasc,,e'ri¡_';s'ú sc'ept i b i 1 id ad 

::.1:;i·~·ªªij:f t'~~:~~:t~}it~;~t71-~-JX:f f t1§[j.-~L?f ;{~~~~~;~~~~j-~,11~~,~ :;: : : 
ocasiona una errónea apreciac.iÓ'Il c:ic¡_;,::'.'tj,;-~,,. s·~,:;/ \.;;¿¡'~1:e~~.;5 a la 

anaplasmosis (Osorno y Ristic, 1977; oiiffi-'°;;iC:"olf~ 1980); 

2.S.4 Susceptibilidad por edad: :«-,'~_''" ···:' '-<, , 
Los becerros son más resistentes que lo,s/'~nfm'~'j¿~ ~;'adultos Úones y 

;¡¡ª\¡;~::n'.(~);;i:~~~f ~~~~iiiliJtlilll~l~~¡¡ 
1 a resistencia en - anima 1 e's': j óve'ri esi'"e'n• , té r'rrii ri'é>'s '•:,'de'/•_:, 1 á" -"cap ac ida d 

superior que tienen pilra produ,"ii- gll'.,~~los·;ó'jos :.;ri_ éO~pár~éión a los 

animales ad'ultOs'.:/ 

TESI!=: (;(Y\T 
F'AL T ' ' -• t.r- i )!.,r' 

.....,_ .1 ._• l~ ' 
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2.6 Vacunación contra la anaplasmosis: 

La primera vacuna contra la anaplasrnosis fue desarro_llada por.Theiler 

en 1912. que demostró por primera vez la proteccJón-:,c~uzada:--que 

presentaban los aislados de A. centra/e en cori'rroJ"ltaci·i'é>nes--:con -A. 

margina/e (Thciler, 1912). Desde entonces; ha: h~bÍ'clÓ~':.;S'frieric'>'s por 

parte de varios investigadores en diferentes partes del rnu'íiét6: hi-cia -la 

elaboración de una vacuna eficaz pero todavía no se - ~._.:~n-~"1-- con una 

vacuna universal contra esta enfermedad. 

2.6.1 Prcmunización con A. ,,,arginale 

2.6.1.1 Prcmunización con una cepa virulenta de A. n1argina/e: 

Este tipo de vacunas se basa en la inoculación de bovinos suceptibles 

con sangre infectada con una cepa viva y virulenta de A. margina/e 

seguido por tratamiento de los animales con tetraciclinas cuando la 

infección se inicia para prevenir la presentación de signos clínicos en 

forma más severa. Este método conlleva el riesgo de transmitir otros 

patógenos corno el virus de lcucosis bovina (Rogers y col.. 1988) y 

tarnb_ién hace dificil la estandarización de la dosis. 

2.6.1.2 Prcmunización con una cepa atenuada de A. n1argina/e: 

Se ha investigado el uso de cepas atenuadas de A. 1narginale en 

vacunas experimentales contra la anaplasmosis (Ristic y Carson. 

1977). Los métodos de atenuación utilizados han sido la irradiación 

de A. margina/e virulenta con una dosis de rayos gamma y la 

selección de una cepa- no 

inoculación seriada de·•--.A~ 

virulenta de- A. - marginó/e mediante lá · 

inarginá/e- irradiado ada-ptada - en dos 

venados, cspl_eriectón-¡lzados•<y> ~1"1\;ú~~:~o dado ,de óvinos;:.Est.; tipO de 

~ª::~~---~;~~;f;~Í~~:i~~;f~1zf~~E.~'r1~~~$;}~Z-!~:'=-:u::i;~~::•~i~~:!5f1~~:i:1t~: 
adultos._abort<:>~.~-c:ua'cÍri:n;'.clÍnicos·agudos y mortalidad (Henry y col., 

1983); ante estas circunstanci.Í~- nó se ha vuelto a utilizar. 
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2.6.2 Prem unización con A. centra le: 

En el trabajo de Theiler (1912) se mostró la capacidad de protección 

cruzada que presentaba A. centra/e contra infecciones ·con A. 

margina/e. A partir de entonces se ha utilizado una cepa de A. 

centra/e de origen sudafricana en diferentes lugares del mundo 

(Potgieter, 1979). Entre los paises donde seha. utilizado este tipo de 

vacuna están: Israel (Pipano, l 9i~>-~.c-Áu,;i~al~a · (Rogers y Shiels, 

1979), Sudáfrica (Potgieter, 1979),·;:,·uruguay<(Nari', ·y ... col: • 1979), 
- ... -,.·"··. -·- ,._ ----- .' -,,- .. - ··•· -· •, ·~' ·,., ,_,_.-. . ·,_ 

Malawi (Tj ornrhoj :Y coL 1997)•.y':;mu"y:"r·e-c"ienicmen.te:O:en .. •,Zimba_bwe 

<Turton: Y ~.;1. 1998). Este ~i~-i::-•• ~.~,;~'.c~~~'.~.~~/iV·~~~lr~~f~(~.~~¡t~;~tfX~:~.~ié?~n 
México .'do~de:~i'a :co~pecico Ac· centra/ej;no_:,ha';;sidci}reporfada:-' C:de;'.he_cho 

se 1 e ~ º n'sid ~;ª .. e·xó ti~ª • y ~~-,:~,·:.;Ji i'.~?I'- ;-;f:¡:{g~:~i'~\~'rY~Y!~ . i"~~--~-ii;b ir 
p ª 1 ó g ..- "ris~:-... ~-" rge n tes: ... ~ _e: 1?€~;::s\~~:~~--~f:e~~~,u~~1~j~:~~~W::''~ 
vacuna! '(CÓNÁSA;" 1995); .Thei lerf\( L9.I 2)!.:-.:estable'.éf;'.·\_,(_;'_; ~~;l:~;_;~\la< _v_acuna 

~- -,.:· .. : ·,.:-, -,-,·:~ · -.::.~>{ '::'.:'./~f ,.:: _:¡:;";~ -'. -, ~" é" -~ •• -__ \:_L < /'C? . ..: '.:7·;'.":.:\·,::_ <·> ,_:.·:~.,~-;~·::' -:·,,./:,;~:·:-:i:~~;+::+:c.~"~:.'J?".t~ .. ~~.;~·).~;~~:·/-;'4f_~~'.·:ü<~·:i2;: :·~;~~ ~):~:·/:::''.'_::.:·::v·~ 
basada: en ;:_1 ai:.inocu laci ón- co·n·:::A·.".':cen"tí·a/e,,·n'ci.'~-p-réiii e·rí.í:":;;.¿·c1·mp letáinen te 

~:º:¡1~t~&~~~~~~i~;~1~~t~~~~~~~i~·¡f ~~~~~~{*~~i~~l'i: 
1 os s ignos:,c líri1cos_ien·::'compara·ción:•:a·{Ios::'co:ri tr.o l"e . arios._é'cien tí fic"os 

:~d.::·~;~~j~~~~~~~1liiii1~~1ilil~~~ii~~~f t~: 
un a in fecc1 ó n~ persi stcn teé,,y:;s'iib'~c 1 ín foa.: d·e:~':A '.'!.'.ce'nti-aleG(K'ri"ge L'y.··.co 1 ~. · 

¡;i\~~~l~l!tf f~~tjf~it~\l~lllllfl:!~~¡ 
años antes. Estos investigadores desarrÓlfari:.',:,",un -~fi~~y'~. enzimático 

basado en un anticuerpo monoclonal ~speéíÍico al antígeno de A. 

centra/e de PM de 1 1 6 kDa para 
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infectados con la cepa vacuna! de A. centra/e algo importante para 

diferenciar ·ani·m;,les vacunados .. con. esta cepa y los verda.deramente 

infectados cori ::A: /11~rgina/ecy'1.~q ue.·1 é.di t:e~en c i a entré' las c'do'sc-cepas 

~~;.~;i~t~~1~~~~f~~J1!It~~f~~}J~l~~~~f t~~~tn~·· 
los. variante.s1<'de:;:·an.tígenos··· codifica.dos .•:por.··eu,·gene .. 'mu 1 ti fa mi 1 iar .: de 

msp-2: 'Elii~ >'~~·;,:~ :~,¡i~í~· en· 1as dos especies . .:!~ ·á~;¡,·;~;,,;i, y esto 

explica ll"lUy '~i~ramente la respuesta de memoria ¡~-d;:.¿¡d-~- por un 
-..... ·. 

desafío -de .. A. margina/e en bovinos previamente vac-unados con la 

cepa vacuna! de A. centra/e. 

2.6.3 Vacunas inactivadas de A. margina/e: 

Uno de los primeros estudios para investigar el uso de vacunas 

inactivadas contra A. margina/e fue hecho por Carson. y,col., (1977) 
.,.._._• "''.' 

quienes compararon la respuesta inmunoprotectora. en·.: tre~:'g~upos 

bovinos; uno vacunado con un inmunógeno viv()::_de•L.;.;'J:a:·;.:,,·(~,'..i'<:;rita·· 
A. margina/e, el segundo con 

inmunógeno inactivado de A._ 

Aunque - los ··p.rim .. eros.>'-dos 

celular. 

inmunógeno·· 

de 

de 

Dodge estaba 

basada en:· 

e I 977), árocié:•'.Y r.::c;J·y~· habían 

investig''1.<lo >6r-.u~;; de. V:a'c.:.~;.'g' iri>.:"ctYV:.:.'.das y una de las desventajas 

reportadas· con .estas· ·vacunas·· fue· ·y;¡ indUcción de isoeritrólisis 

1 ----;r.~:--~-.TC i-•ry···r 
r·. ·,- . 
;· ..... ! ', ' '. 
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neonatal (Dennis y col., 1970) que se veía en algunos b.ecerros de 

vacas vacu~~das ·con· este· tipo. de· inmunógeno. La. destrucción de 

eri trae i tós ~~csta~t,·c:asl~naCta p~r ·. acc_ión Cte~:~nlic"ue'r¡JC>:s~Ctes'a:i-~o_llado.s 
contra c:riti'cicil:os' .;¿\{¡;.¡-:os el 

antígen()' 
---> '','.; 

a 

' ,·-- . 

bovinos 

proceso 

detallad<:>' '.ta"ci..';:.a. inactiva da .~oritra 
:,,.':,. 

la anaplas~~sis~;Es~~);tacú·~a~se'.~ba~a·i;·ú1';Jaipllrificación de antígeno• de 

;~. ~~~l~~I~1~f ~iiii,11~~~~;r i t:~··:;::;~~=~~.{J:~~f~~~=1 
adytivante·•);áponi~f·;~'((Quit:!~c; . n,--,una ·concetración ---~-~<3 mg/m J. 

:,{1~ 
. _ . ..,. Y." ·\·.~Pt~é_;·~·-:~~: 

2.7 Inmunidad y ProCila~;i~i· .,·,·.; .. e {:··" 
Un poco después del descubriilii~ri;t~;;·éie\1'f';i·~·.Í.~l~~mosis por Thei ler 

el año 1908, el mismo inve;'stlia~:;,/.~h·~·_.;/~ó :·~ue los animales se en 

podían proteger inmunológicamente<·é·6á'• la· .iiú)culacíón ·.de una cepa 

viva de la especie menos patóg.en.a de A. ·centra/e Ja cual ocasionaba 
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una enfermedad ligera asociada con protección (Theiler. 1912). Casi 

cinco décadas.después, se· demos.tró en ·experimentos -.más amplios que 

bovinos .vaEiin-.i'dcis 'Coií·'"ulta cepa:.~yi~a~ 'dé':,,~. #i_'i;rgf~-~Íe•. ,sejúiida por 

~~~:~i~:t~.m~\w~i~i~tf~ti4k~~,i~i~~~r~~~if~ 
inmunóge11o;;:P~?filáctiC_os~'.Para:¡)rot"eger}ani~~-- ·.·.· ···-.· ,_.,r~'gfoní:is,•é,donde 

;~'.~~~;~~~~i~t~~~~!~lilii~li\I~ll~~! t{i~· 
d 1 cha. va·c u na:f se_,, puede 0.•exp l 1car.-i·deb1 dor. a::'•I osf p ocos-.;.co noc1m1 en tos-.: de 

1 º s ~~~-~~'.t.~~jíti_¡,_¡·*~~:~~;~~~J:~~~:~;;~'.{fc~~t(:~'.1.~fJMt~1~~:·~~~,y~~~r¿·d~'i~'~:*~i~~~() s • 
respon'saoles;·•para .::esta:: inm uno pro tecció'n; <;factores. {;ii¡/b:Aa;;~~'s\e·n".e 1 

diseño' .,¡:~ '. ',•gí.i·~¡-~ 't'i•.;';-· ... '. vac'u ~~;· •\e·~ ..... 1 aboú'~(ó,n ·'d~ " .;~-~--~_;va'.; u na 

recom.bi~i~!~:.~~ú~tenga 'todas estas. carác:t:~~-ífii~-~s ~sig~e)::s!endo el 
motivo ci¡,,",¡'.n;:Jc;·hbs estudios para rrÍ.;j()r~; las vacunas ·.;x-is'i.e~Í:es'.contra 

la anaplas.;¡;;-sis: _' ~{: o_· _;; > _.· 

2.8 Epide.íniología molecular: 

Se han Utilizado varias técnicas de:~i~l~gd·i~~1';i~{~~~~iin§Í.lnología 

~i;~:c~~::~~~::~if i:~~~~~i~=:i~~tl~~~i~~i~i~~~~li{~~l~~;G~ 
;:;::::i::: :n lofe~::::nó dem~:s c:~::~ér~:t:~~}J/}d0f~~j~1'i~~r~:Sº h:: 

clasificado y caracterizado diferentes aislad;:,s .de'; A. m_arginale 

basándose en las variaciones a nivel de los antígenos de superficie de 

la rickettsia tanto como al nivel de los genes codificantes de estas 
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proteínas. Bear y Philpot (1987) estimaron el tamaño cromosoma! de 
la A. margina/e .a los,340.kilobascs.de p;,.rcs:(kbp)' )''-un po.co más 

. tarde, A 11 emán y .:(:~ 1:'; ("199l)~es'tablec~fé-!'C:,~~q~ll~,"~i:t~~-iifio'~~d;;'.-t,;d(:,·~·I· 

~~it~giiil~~li~ilii~i:~~~itif 1Jili:¡~ 
caractcr1zado/s.e1~)'.pr~te1.na~\d~·:;;uperf1c1e;;d~<la;rAnt'.lp/asmaSe.~tr~ l·~··~ 

solo'·' 

1 b, 
.. -<'---

una de 

-·.-,-:·.,,,"_,-:, 

diferen·cia· 

PCR 

col.. 

'~-

.. _,··.'¡ 
· ·Ésta 

de.A. 
e·r1·_~ un 

un 
epi topo'· corriuni(•env;::ai"s lad·os~\d arginal ,origen;/de.:t:EE:_UU;. 

:::~o~<~:!~;4:a'~,i~s:l~atd~ofils~.t.~b·'·(¡.'~PO.ib~e;.tr~l1c~.~~\~~~:ii~~ll1~1~;~~~i~~~i·1F~:: 
diferent.;,s: .. ,-., .. , '":'·\y··\·coI:.: --•(1.988)' han ·rn-~st~-,{~~ esta 

observación ci\,~~~~f-an;~Iii;i;óii' s~'is ~¡J{a"~-¡:,.~. n~rtea~ericanos de A. 
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margina/e (Florida-! OSkDa. South ldaho-97kDa. North Texas-89kDa. 

Virginia.:.70kDa y Washingt(',;n-86kDa)~ 
E 1 ·. po 1 i rrior.fisrnc{Ci~~:1iis pr~~t!'Í_ri~s·;, :~·sP~1ti: i.;f _~~.:.~- y MS P_'-.3 -:5<,· sabe 

el 

(Palmer 

Msr:::2;:. 
'y 

de_ 

··es 
tamb 1 en_: re_spo~_s_ab ~ e_¡;;p_ar:a;;¿I os},var1 an_t 1'.K1ne1_le .. q u_e .. •s e_i}_ven en 

r i c k e 
1 

t .s.el11i

1

iXif *f -5-2;11tf i{;:~~~~~~~~~ik~g~:,~ __ 'r~~;jf 1~~~~~~X~~*if~ti·~~ -~--: 1 ª 
anap lasmos 1_s,-c:,~ e-;e s_abe;:;.q ue ,, este::·-:fenomeno·.c:pu ser_0:po'r_;~e l 1 m1 nac1 on. 

su b s 1 i•t.; i:f ~~füiz1~~;ct,Z~--~~lf~~~~~!J~t~~i~~~~~~:i~:~~~-f~{~~-!j1i;~.~, ;:%~rt~;~?;~¡-~ 5¡~·"::• _y 
transd ucc1·on-:•.y•.' es terr:-fenomeno•;. es·' ·uy:'~_car·acte·ris_t1 co"•_e·n :•:es tos·. gen es 

~ :::~',:!1ºfüt~f ll:"~:~~l~i~~l~l~JriiJ~E~5~~!{~::" ~::: 
por e(Jtis~·; de-sond·as-de DNA como.,pSt.-'Ci-oix A'I (Krueger. 1989) 

para localizar;~lo'~;;fr'1g~-é~:to~.-déri.NA'.' La variación en el tamaño de 

fragmenios; h; sido->repi,rtad
06 ~~r v~rios investigadores (Krueger y 

col.. 1989; Kruegi:r. i 9_8'9>: 
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2.9 Antígenos inmunoprotcctorcs: 

Las vacunas basadas en inmunógenos derivados de sangre bovina 

infectada con A. margina/e no han ~ogrado los requisitos· de una 

vacuna altamente eficaz por la protección parcial asoc.iada con 

desafíos heterólogos y los problemas asociados con la seguridad· .del 

producto (Ristic y Carson, 1977; Kuttler y . Col., 198.~)', co.iflo: ·la 

:::::~:.:i1:.s::[::~;:f;:;;ci;::,:;:~:;;:i.1.~~;;_~J;rf~ir~~~:s;'.~*;~~V;1~~~~~:~· .. 
198 8) .. Esto ha-justificado:;q uérla;.in vestigaci<?n::se.'tdirija;Fch~cia ,la 

entre 

geogrÚÍ(;',.'~ 
el m~rni=nt~·;.~1~!' ~i'~~Üect~···de ·:es~~ 

:.;::~~"¡j:)'~d:~~Jogl:i:;: :::1

;a superficie ,mayo~,;,, , gles~cMaJor 

~;::~i:111~~1;::,;r:~~~·~:·~~:t;~l~A~lti~iit~~~,:~ 
::s::ªia0c~~:fs.i1iac:se~:.::~:~~ó::cea;·.b1::;i~F~J~i~¿~;~fl,if~~~ti~~~t~~e·:~:~ 
proteí;,as h~n sido estudiadas con resultados,variabies' Y'ias de MSP-1 

y MSP~2 si:.n riC>tabl~mente ca¡rnces ci<::; in'dÜ~ir ~r()t~e~(óll'~-~-rilólÓ~a en 

animales ~á'c~~ados.' >~ ' •. . ..> 
'· ... -·-;. '-/:>-,::-_:; 

2.9.1 MSP-'1: 
==~~~ .. ,;:.. ' . . '·' ' '·' . 

Elasstacpura· º.•l··.,e~es·;~_ .. ;_~··_,.etn::;!_ •. ·.~·.·.'.s1~'at,a ... , .• _:,._;c'~e-op'.1'1a''< .. ~.:.:ºF. el.so,tr,ª1.d: ~aº.·.:rd'eunA' h. eter'óme,ro de·, dos p_roteínas de 
.... ·"··•··' ·', · •. ,, . . . márgin.ale rriósíraron · PM de 

1 OOkDa.'· (MSP:.'(á)<;. y' l 05k0a (MSP-1 b) no estructuralmente 

relacion~~das-·p;;r~··if~¡.das ~de manera no-covalcnte y que se encuentran 

ubica.das en. l~ superfl~ie de la membrana de A. margina/e (Barbet y 

F''U ·. --.n.i.:_. ~ 
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col.1987). MSP-la está codificada por un solo gene mspa_ mientras 

que el MSP-1 b está ·codifi"..;d,.:. por lo menos por dos·genes, msplí31 y 

mspl í32 (Barlfei'.~Y- c~f::-· i'98f ):~E(~MS r'~t~c-m~estr_a_~di fer~-né:Ta;¡- de p M 

en aislados dC: o.rig~ri,': .· s~~t':~ue ,esta 

28 a 

29 

de 

de Á. 

di fere.ntes ·.paises/del: mundor:como;:.EE;U_U,,·~¡;Israel;':'Kenia•;: .'.''Z1in babwe 

f f ¡~;:~~~:~fAS.~l~1f i~J~f f ~}f IIf lf i~f IJt~~ii~;::I 
confirmado . que_ •• esta proteí~a;fti ~neCpr()piedad~s;;'a._d h~s ivas!·1h~c ia ÍC>s 

para célula:~ 

Dermáceiitor 

Además·· 

capaces• dé-: 

por 

para 

dos 

resultadÓs .i.~d'i<:;üh· iTiuy logÍcamente .----~¡ papel: irn~ort~;..tísimo que 

!~-!?;\[ l 
--· 
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juegan estas proteínas en la invasión de eritrocitos tanto corrio en las 

etapas del desarrollo. de· A. ·márgina/e y·. tran.smisión .Por· las 

garrapata,;. Est~ a~-.5·,:;-~-v-e'~ h'~.;~ cal. ::;;implejc{; MSP~ü un =·antígeno 

::.::::t~~;f l~§J!f f~~1iif&~~mtWfji;1~1~~ti:~Í~~¡~~i 
neutra 1 izan tc·s:;e IC,grtipo!de;tPal nier,Ry.I/Co 1/;,p.98 6)'prob·arori~·;laZ,MS p~·¡ '.•de 

ºrigen .•. de •·•:,X~~\·,$~h~~:~,~;l:[~~t~º~i%b~~?~:-~,~~~'.~iT~'.~;·'.i-r [~?i2$Hi~~:~~~~~~;;~}!'.~H~:~~1 :.Y 
mos tra roff: · q u e.:·.¡•es.ta:,:cP r.o.te.1 na;'::.1 nd u ce2 ... u na ;.pro tepe 1 on;Fco n tra:c:.des.a f1 os 

,, .. ·: '~:. -__ ,_·_ .;: ;!: .,, .:- ::::,; 5~, .J;;~¡~~\:\~o::~~;::. -_:¡-:.:~für:~-?.:f:~-,;7'.,_·:'·\;!7 :;~:;:¿··,;:):.~ '.,~;; .:;-';~i;:.x-:;-'/:..~. J,;:~:~ .·,,\:-;,f:;;>/r:.:;t.~:_~:.:~~'~::;:.:/1"f::•~1\l~·:..(::":;-~~,~~;;;,;.:;~.~:L_~;'..\~:.:J:.:: .. ~--.. : ··.; 
homólogos• (pa l:me.i;;)';co.1 ~·;;fl9 86)''y''.•P rote e ciÓ" ;p arcial.~c~ont ~adesafí os 

proteí~~· .. ~~}>::1);'. 
·~·~ 

1 nd u e e 1 a{vacti n·ac i óni; co ri.'.:u·n·¡d nrri u rió gen o: •. dé liM .. S P.:";I~'y;,ad erri as·:.d e.:es to 

::~2 ~y~~;~!l~}!~lfil~Jf ~l;~f fii~¡¡fiif il~1t~i~iiZ!i~1;: 
(C 04+) ':•u n.:,:m ecari i s·mo)}ya':?des e ii to;';é o mo :;m·o de 1 o\~de•~p ro tecc·1 ó n'•.:co n t ra· 

:--;:- -~ _,"!,:-::-:>·f~y/:-:.:o;.>~~z.:._,7{.}~i·J;t}~:frk: {, -;_;~s:t:2i'iT5;\;_~t;~f:~t~~~~;<.:.il;~i'·:{;;:~f~i'5:t~~::~'.~t?~i:~-:~~·~;~~~rJ~?f;~~T7~-fi::~~?i~~~r~~~~;;+;:~·:· r ._~·.,(- --,r:-- · . 
la anap 1asrnos1 s,,:cy::cac tualmen te;'·ac.eptad.o;:;a_m l 1 amen tec<;;;.E_n_"',u.n ';:es t.ud 1.0 

~JiL\\lit111tJliYlltl~1i~~~r71~f !'~~~~;i 
y la proC!~cciión cf.;;1 ¿·;.,ido nitroso (ON)-~I ~..;e es altamente toxico a la 

A. margina/e. 
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2.9.2 MSP-2: 

Esta es una proteína inmunodominantc de la superficie· de la 

de PM promedio de 36k:I:Jª e igual aI MSP~l •ha .mostrado 

desafios homólogos y· heter~Í;;gos. (J>alrnc:'r: y c~L. 
membrana 

protección contra 

1 9 s s). Et M sP-2,es5_~~-~.?-?}§l:P.h~g:;·Pc.~%~,-f--~{Sa.~f}t-!f~·-~X1f f~'\?ic: ~>:p.~r 
eso se expresa• en'forma'.:f e·,c~piasp~I i'.'?Mfica,;;'.:(Pa.lmf r~y~<:ol'.•;<1 994). 

f ;:~~~~:;~f lii~{f i~¡iif l~t [~~J!{l!~»J~~~j;~~;:~~ 
transen be_n •. su_ces1 v_amenteé.-.yari_a.n_tes. sp2:•.eni.;ca... • '" 

~ . , • . ~ ...... ··-' ., . ,_, -. ". »~:.:r' .. :;.~:0:il_;:• ::;;'.;;,F~'.;¿:,:;;'.;_-'.,~~'.;. (.~(:~:'» · •!':;:¡}{;¿:.~~~· -. ·,:;L~·~'..!~ -.:.',~'.f'~>'.l'S;..'!-;;~;:iJ(.~;~;:~P: .• _'>~"' -r_,5-~:' .. ,.:~~·,,,; •,,;_: _, '.·~' {:-; :~;. •; ~ ~-- ., · -·:· , 
su bel 1n1cos-': de~rick'ettsem1a):(Fre·nc .. :•col>~·)l 9.98);•¿;El:tan·álisrs::de,•los 

... : • · · -:· •· (~·- >_: .-~' z:_·. :_,_:~~:-~(:~-;:(~;-:~':':}~\Y;~:.<-.:~'.~:;;:~ {.::.:~¡f ~;~:-~~L\ :)~:;~·«:/ ":'.'::{:r :- .; "·'( ~ · f.': ~·.t ,,,:-·~ >~,'f..~·.::,~:/l:·_':;,; .,.;_;1~)-¡t:C};;~~/'~, ,,'.i:;).':(~::1 !.~:~ :::~:·h':·;,· ~ '. .. ~.: -. · . 
productos <.de_;¡-, tr.an s cri pc,1 ón:,.:·de:;~·e_s tas•;.:vari an tes'é'f ha}',s.eñ_a 1 ado\ r_eg 1 o n es 

~j[{~~f f ¡ll!itlli\l~~~~;;·;:'.}if f~li\\llª~'~~t(~ 
Estas .úl ti mas:c.élulas ,,¡onf responsables de. pro~ucir:anticúerpos ·h'.'c}a 

::~::r~~i~{~~l~K~Y;~:·:'.:::.::::t1~!f l¿i\~l~~Jki: 
in vestigadores~:y,:::se.:•:b'asa ·en· el modeló de .• pr'otecció'ri,{deE·'cél u las''·Thl 

.· · "'• <···;:~,--;~; '."~·J\. ·~~·_f;'i .:.-f{:·~'.~:-~>·:~;·:'.~~'. <:>'. -~:-· · . : ': _.,:o :-_ ... :3 · '-.-'.<';;~J"~~'.~tf{rfi_h;;t~~~~:~:¡;~~.·~~;tt~ '?\:·;:~;.:/;~ (-;; i:: ~-.-~:·r· .. -... -.·· .. _ 
con la '.produc·cró·n<de.'..JFN--y. y relacionado·:a.::su i\.vezfi co1if:.la¡(activac ión 

· .-• >..:.·,~ .. ~r:.·_:·:i ';¡';:x.\:~:~c>:~~:·_·'"¿~~,s·,·t'::: .-... ·._· .' -.. .~ .. :. >._ --~//-:··:e: ·:;r,'-.C~t;:ff~~;.;!_~s~~~::.·:r~t;t;~;:!-:~~:1~""Pttr7'}:":-~/.:' .-.;·~-~·::· ; "~, 
de los macr15fagosy;I111focitos B .dando lugar;,a::la; ;oducc;:ión:de NO e 

~ ~:•:,º:!iíi~~~~t~Fr,;!,~: E:E :¿i1;{_,a._'.1_._:_._:_~n~_:·_~.·-e·~.•.•.:ª· .... ~_1,._~~:eP."1;_~0a;s:fm!~g~o~·-,s~1is~~sJe~:cfrie;re; ':'q:u··~e= :l;a: 
protección dont~a infec~iones agud

0

as:cle . 

infección pe"rsistente de ·anap.lasmo~is:. p·u.;de producir variantes 
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capaces de evadir la respuesta inmunoprotectora establecida por 

vacunación con~¡ MSP-2. En un estud.io·p·or: Pahner y _c.01.; (1999) se 

~fü~~~f iisi~l,!~JS~?~~~~~~lf iiiii}!f !~~;¡{~~:~~ 
Tras.: ul'.l·ª .. i~fecc:i'ó . ·_,··.. l.ªf~o·s.is;•1•.1a•::f~ric~et~.s.ia 'ha ~ido 

bovino's la 

ra:. 
res pu esta_·¡ n ni u ne'i p_o r/¡:> arte:c d e;'.l a·;,ri cke tts i a:f: as:•:¡ n'te res a nte;a ú n ;·: es tos 

ni V e 
1 

e ~-.'Ef~'.~!:~iIKi.~~«i!~:~~11~~·~.~~F~'~E~~m'.i:g~f~~,~~:.. ' ' ' ~~s-~,~~~~-~t .~e 
manera c'íclica<(French;:y_,;co 1 ·:;:_, I.9.9.S}icon·:ipic'oí;c- e;,ri e etsem·i a é'de .1.0._. a 

~ ~;:(;r~¿;~1r~~[~1~tl~~¡~i~1~f~1Wf K~~~;;r,~f~11i~~r:·· 
ocurren .cad~:6-8 'semana 1".rench,\ytc os;p_or_ la 

~~1;:~,if f 1!!~\i~lltrt l~~íf tl~!~f ti~~;:=~~ 
estima q~é ·¡,;,:~,,: ~<:,;rierar variant;,'s por ~.:ia vida ri~t~~~I e~tera de un 

. . - . 
bovino, .(Palmer, 2002) se requería que el gen msp2 del 25 al 50% de 

todo el genoma de A. margina/e. Barbet y col., (2000) han mostrado 

TI~~.:!··:; c:r;~,T 

FALU: ;_,,~ _. ~~1il'T 
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que el gen codificante de MSP-2 esta hecho por un operon de cuatro 

.. open reading'frames" (ORF= Órf2. orf3, orf4. m'sp2) ·déntro de un solo 

siti~ade expresión;"E'3'el tri.oJjC>ºde"Bray_tbn_'y.c()I;; c#(}()t_jcr(,~l~fª~:. 

:::~:::liif ¡~~~~g~i~f i~~~§~i~f ~~~ígii~~~i~1~~~~=: .. 
recolTl b 1 nar¡~conH.'1''p'1r.tey~onser".'ad'1/de l,•s 1 ti O' d~, e}{pres1 ~n '.':s~o•repo r_ta, 

::;. ·:~~g:~t~~~J~i~~~~;~~T;1n~1~~~~fve~1~~:~r~Ñ~~TE.;t; ~.:;.: 
1997) h"cie':'d()'.qu~'.este mecarifsmo de ev,ásión de:la respuesta. inmune 

sea, rnu~;¿~~~·¡:~x~r-x~: '. . 
--.. r;~: .. ;~:: .:7?-~Y;_;:) :~-::"'p;¡ '. · 

2.9.3 l\'.fsp::::'3;:t,''·:é;" ,, . 
. Es ull.a:~~;;t~Íll.a'oirirn'u'll.odornÍnante:(de PM.86k0a en.,Ía 

,· '. - -"'" .- _;:: .~ . -- . ' .. ' - ,. . . . - -

'i.iílo é1~:'1<>s .í,{tígenos A. 

1991). El 

y 

1nfecc1 ()nes0:;~ ~rs1ste':'tes::•de·X,.nap l,,.sm~s1s""'C U)'asé1tllp l1ca,c1 o n es a I a 

~~~;i~~1~1;1;~~~,~~~~~~~~'~f ~~~~~~1~r~!:~:::·~= 
anticuerpos· (McGuire y col., i 991 '; Palmer'' y''c~i,, 1986). Alternan y 

TEST~: C!()~·-T 
FALLA·_ ---------
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Barbet. ( 1996) han investigado el uso de MSP-3 como antígeno para 

sero-d i agnóstico y la ausencia de especificad en el 

diagnÓstfco' de. A :marg-inaie por; epítop;)s': ••cruzados con otras 

rickettsla~ c;;~;i, 1:.:~.J??:'[;;~f11[/_<f11~0~_;¡-Ür_(~ii.:;/~.-,_.fr~ngii. E. equi y C. 
ruma11·;;~/~'~·,;.;~-;::-.::.;.:·;.t:,_:~f;;.·-:·<.: ~·- "3 ·1·· --~- ;;:o, - ·• ---·-.•. ' "'·-···~ ., ~:"r: 

A 1 . ¡~ ~~/-:j~~~i]f~h~¡-;,~,iii-~,'.~-'~'~~~,~~:~i~tt&~;;~~~!.i~~~1~~:~~-~~--~°,·~-~~~.ª •• .. fa mi .1 i a 
mu 1t1gen1 ca c,_denom 1 n ad aT;/msp3_;·i;;re_s p onsa b_l e_t'd eó'.il a•,••exp res 1 o n é_ de·' co p 1 as 

p 0'1 i m~r;~-~.~s~f:~~;2j~~~'~1~1ff A'~;~'.fzt~'.~'.?:i.R~~~;ttf~:R~!f~,¡t;&~:'.!~:~::~{?·~;~i-':ú~_1;~m is m º 
autor :menc1 ona•:·q ue • ..:la • .. MS P~3 c'_ti ene';:ep itopos\1cruzados:•écon¡'-Ac, o,vis_ ... ,_Y 

;:~~itJ•.-~.~_ •.. _«_·_,_._ •• _1_·_._._·_._·_._;_;~-~-f_._·_i~~~~~k;~~*~:~jt_,~%~_._·.~~;~~~~~:~~{f ~~,jt r;::; 
' . - - ':>.· ,._, ;'"';, - -. ' ·.·-_-·_y_::_:·_ - ' ., -·:.,~::::/~;~~-; ;:···:·:.,;, 

'~-~f.:~:\\t;,\::.) ·.,.;-"' ·'. .·:¡ ;·'. ·,... ·.:.: "<:··· ·:· :':'::>;·:.~· '' :l::,·~:: . 
. -.,~(f'- //f·- <:·\ •'. ·:~· - ·' - :~:~.,~i~:,''.i" ,::·;_<~. '.' -.~:<: >~-</";" 

"''- :.;~/.:~-
2.9.4 

de 

Ademas•: 1() ~<.co J?:Pº~eri tesJ~ e;;'es,tll.s:;rr.ac~1()n_es;c\nm uriop,r,o teE_t.O r;a~,s o 1 o 

haber 

mostrñ.róri 

p rote in.~'.:- no.~es 

proteíná carece de • pr;;~i~d'1d:~~:·.··.n~~noP,,rOt<:ctora~, Ob.,,rle y col.. 

( 1993) clonaron el gen msp'.:4 y ·/.;'pó'r'ta'r'o-n_ (¡ü'e -es muy éonservado a 

nivel del gen tanto como a niveI~·e la ~~~tei~a MSP-4. 

1"'lS\~r 
"F J\l;u,, ~~-~; 



61 

2.9.5 MSP-5: 

La MSP-5 es una proteína _de la membra-ria de PM de 19 · koa. Esta 

proteína está muy conservada en todas·'.de la· cépas de -A;··-margin-a1e 

pero es difícil de deteétar en.inm_unobiots por: que 'su i~rnu-,..,.;~eriicidad 

~;:::~~e:~:z1~11~~;~1~~li~il¡t~€ii~i~~ll~tr~i~~1f ~},R:f~ 
han m~_st~ado, prote~ción'.'' alg~na,'c~nf ~ovi11osf(t~.1.,,er;'.y:McEl•w~in, 

(Vi¿~~ '·y 

"'ª't1·' (2000) 

entre "in'feC:ciori¡;,·~ por las dos especies A: 

cu,.'nd<) ~./¡)rc'.,baron sueros con la proteína 

ELI SA, 1 o que hace que esta prueba sea .i ri ú ti 1 '' ~n -'''~·'·J'it~:;~~ ciar 
~·;_?.:;·_-: ·~·.- '-'.-.'-.':.-:-- ," 

inf"ecciones por diferente especies de anaplasma. 

2.10 Otros antígenos de A. n1argina/e: ." _:--;: _·. _ .. ,_ .: 

En el trabajo de Brown y col., ( 1998) se concluye ·CÍl.i.e;;'1d~rnás~ de los 

antígenos de superficie de 

debe de haber antígenos 

epítopos relevantes a la 

bovinos. Esta creencia se fortalece por ·observaciones' de varios 

investigadores los cuales <han reportado la presencia de varias 

proteínas en ·~inmunoblots;, de extractos de A. margina/e son - . 
reconocidas p_or sueros"anti'-anaplasma y son de PM diferentes a los 

de antígenos ya···car.a'cteri~ados. Aunque algunas de est_as proteínas 

\ \ ... 
~:...---
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pueden ser variantes de los antígenos ya estudiados, existe una alta 

posibi.1 id ad de .la existencia otras ·profeínas i nm u nop~é>tectoras. 
- :_-·_ -- _'_: _._··_ -._. __ . _-. __ ,_. ·_· ____ - :·--__ -_·. 

técnic·a~ 

y cepa Fl9r•da.): )'·'r:ep<lrt3,-~i'Pres.enc.1a<,de"'.'1n!1 · rP,~)}(!0;:,96~··4 7; 

~:~:;(~·~J,~~~~1i~Íi~f í~~!J,~~:irf!~i~;~~~ 7·;~~íf~~~, º" 
MU)' re.ci enterne_nte,,,; el : grlJPº ·. y,:'cp,L;, (2002) 

r~portafori'~( Í~ ~·;~~i.·ncía. de .. ~ropi.;,dades 
ínmui:iop:~ote9Í:ores en el rango de PM de l 7-43kDa. En el mismo 

estudió ·se reporta que la proteína de PM de 27kDa fue probado y 

indujo· ·protección en bovinos inmunizado y esta protección fue 

asocia.da con la producción de lgG2. 

2.11 Antígenos de las etapas de A. 1t1argina/e en la garrapata: 

Dentro de la garrapata, la rickettsia A. margina/e se desarrolla en 

varios tejidos e.orno las glándulas salivares, células de la parte media 

del estómago en donde este desarrollo está programado en una manera 

coordinada con el ciclo biológico del vector. Mucha de Ja información 

acerca de los antígenos expresados por e.~ta · .. rickcttsia denfro'. de ·1a 

en sistemas in ;,itró de cét1.ilas e~·<:i:;tÚvo de garrapata se ha obtenido 

la garrapata Ixodes scapu/aris en donde· se· h~.:.~:rh.6'str3.clo ··:que A. 

margina/lea··••s.~ .... •eg,a~r·.~r.'t··ªeP.;;a~·t.~atgs···.~····(llBel.;o:s:ui1.nn·.· rey· ctci voal .• Pª ra i nf.;,Si~i.<{a'.~'í~6iú6'~·1'b_:,_;i nó s 
como a · 2000). La'• .;ar~<:it;';;~i;¿ación d.;, 

antígenos ·d.;·:¡'-a.·;:·.:;·t:'aba.•de la garrapata de A. margina/e ha mostrado que 

los antígenó.s i~portantes· como algunos de las MSP. son conservados 
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después de varios pases. en cultivo in vitro ·(Barbet y col.. 1999). 
' .-' _- ' - -

Considerando en ·particular_ la:protcíria··MSP-1 a. ·1a_.secue·;,·ciación y el 

ariál is i 5- dé '1 os \>eso ~crncil ec\:i l_~·r<:-~ 11.in" -5¿fi'a'1ado2 ~tie la ~:-raer:.tidad 

~~Jil~~~~~i1!/Jtl(~l{ll~~~~J1}~~;~~~1~11J~~~··. 
:::::i~i:::a:: uet2Íi:~:~:::::'i;:::::i:: ce~t~:itr:g~f~r~~¿~~\1z.;r~::· 
sería importante ya que las vacunas provenient~~·-<.1.;,~5:;i('o~:g.e>n·.fn.'tfsh;ry~-ccto;.dl·.ª.· 
conllevan el riesgo de inducir isoeritrólisis ne·~~ai·~'(' _ _ 

1970). 

2.12 Mecanismos inmunológicos: 

2.12.J La respuesta humoral: 

A pesar de las observaciones clínicas-. validas sobre· 

i nmunoprotección de bovinos vacurú1d~~ : . y. r~~i~~encia a 

la 

la 

anaplasrnosis por animales que se hari- ~e~·;:,--peraci<:,'.·ét~::'~na,inÍ"ección 

~~·::::~~:~·; ~:. :::.::,:: ~:;'.~f f~t~~~~1i1f '~~~~lf ~ll:~;l;~i::: 
esta en f"ermedad. La f"al ta.'•. de·f-es ta:•:~fríf"ormaci'óri'''c ien fi fi c·a -'.tarrib i én ha 

, . . . .. ' ' . '. ; ,,-_- :; ':. -~-::~,:/~~\;'.\,·-: •':)._, .. ' :;i:-~-_:·:-:;:~#:~,~ :"j.~~~~t::=;:t:-r.:~f~~;.f;{.:~é~~:::h:.:~-f¿~;,··~·-!J:-'·:-· -::- '_, 
retrasadó'ée~ ';diseñó .. ·(l'(;l~~~tarni'~'rit nap lásmosi s;\•tomando· en 

::::·:,~~~F1Wlif~?j:f ~~,;~,4,~,,,~~'i~ti~~!i!i~i!Jl{f~+f·f: 
ca rae terrza n«.-.p_o rtpartt ctpar~'en.,procesos:·'p a to 1og1 e os.: a u to1 n·mu nes .•.;Mas 

aún •. ta~~~:~·*~~Ef~j~i~fü;'.~I~~;~;~e,Ítt:é~¿~/cf~),,:i.:·~'.tti;i~:~~g¡;5:~gtB~!·~~~·if;,~~'.·s1.ar.·y 
es t ud inrit~do~-;~:,1 __ 0-si·J:aritígeños r! i nni unoprotectores>•q'ue::;,;ex'is t_cn',;:,en ·es ta 

ricketts'i~:·:[j'e~dh :h¡¡-¿'..;~.c--~si':'tres. décadas se, h~ ~'~b'i'::iJ''q~;;;:1~ re~~uesta 
humoral en 'esta' ~ri·r~rin;,dad involucra la' prod~ddió'ó de anticuerpos 

fijadores del complemento (Murphy y col., l 966i USDA, 1958), 

a -- ... ____ ---.;_ .: 
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aglutinantes (Amerault y Toby, 1968), precipitantes (Ristic y Mano, 

1963) y opsonizantes (Cox y Dimopciullos,· 1972). Algunos 

investigadores ·re"sponsabiliz~n a 1,ós"an:tic~ú~oJ op_s?nrzafatt:,~'~én. fa 

~ ~ ~oxg.: n~si~-~~~~H~J;~'.~~~~~Y!~:~~~~tii.~f~~Ki~c~1JZ~¿i1;;}#.;.':~~4'.~$~~:,~1t~j;;s1.=. 
a pesa r,·d e:1.és to-;''Y.l o s·::~an ti cU er.pOs~·~opso ni zan te s::ta·u mentan\~[ 3,;f deS-t ru-cc i ó n 

~:mA=:tJ;;i~l~i&I«~~~i¡~t~i[if!Nr~i~lí~}:: 
( 196 6) ··:estud1a·ron·;.da'.~.c1net1ca'~•;de;·•.ant1cuerpo·s··\:en/i•an t'tna 1 es".- e o n.•;. u na 

i n fe· c c'_i ó~.·~;;"1,~·t~s~.. . :~~,?~~!r~i~·:ílik~-*'~;1;~::~~?~:*~~~~~n:~:f ~~l:~·~:tt~r:~~:q~~~:!·*~~.j~·#e 
anticue rp os•c: e·mpeza a~'c o·rh;líúia.par i e i ó n·!: d e~!i n mí.trio g 1 o b u·1 ina éM\•1.( I gM) 

... , : . ·.. . ",~: . , '..: .'"'~~ 'j_c\:~.'Co1t;,;~,l:f'·~ /~:.:~~y,'.~~\: e{;,{:.;~~;-i!\~~;·? ~\.1 ::-?,;i!t!~?:~!~·~°:':"':'·(~Ii:;".~{:t~fg~;~:i2'.',.,_\['. .. ;;:;;;'~;0:;-.~·;.l,.:!::,~.:::·; (.~-,~ ',~?0·~',.:;to~{ ... _,,., ... ··: -._, 
dura n_te.:l~ s'. prt ~er~ s: 4-_~;:~ 1 ~~; pos,71 t1 f~_c_c'.º11.';:s .. egu i~aJponl a;i~r()du.c<;>i ó n,. 

del 

confirma.dá·s;' 

decaíi",, 
.;•\ ~.·~~- -~,,·~~" ,_c.·t~.,~ 

~~ -~,.~, .. 

de tt po IgG:os~)tra~.~-~1er-;:n1 mayormen te~'d <:'·~. ap,mádreta l;'.be.éerro•:a•través'· 

:,:::~~~~í!~t~.i .. \_l·.~.0.1.f !f~t~~;¡~f~; .. __ ;.~.: .•... :.:.::~ .. :.·.:.·.· .... ·.···•··· ' ;i~1~f perifé_r"ic:ii'.··~;,'./; "" - ·-:.:·· .. ,,:::: .. >·.. ,·:-,·,"·;":: . /·:.-:: -

La con tr:ov:~sia;•; aÍ;~d(!~·~·~; :~el p·apel ,/de;'clos ,,,,.;;:ri~i'c~erpos ·en.·• la 

::~~~:~~;t>~-~~iJ¡ílli~~i~9W~:t~E~f :~1~96:s~~:r;~gt:·:e~~:.í1:6;;:~s~:~~ó: 
pasiva de .Í~t¡~·;;~·~pos hip~ri~munes anti-Anaplasma de origen bovino 

no protege co·n.tra:la anaplasmosis clínica. Según Gale y col., (1996) 

TESIS CC::T 
FALLA 0;. 

·- -----. ... -
-· _;_ ',~ 

·-·---2 
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esto se puede atribuir a la evo.lución de A. margina/e para evadir la 

respuesta bovina humoral. Otras observacion.es acerca del p.apel 

reduéido 'q.Üe~jueg~ri ~los~-~ .. ¡:,ticuerpos' en l~•c¡;:;ia~:ñid~Ci cóntra la 

~~~illitlíliitf íllll!f íif lil~I~ 
con an t1cuerpos-:,;_con tra••.·:A nap/asma;~neu t_ra1_1za1;·;su'';.ca·pac id ad •:•:1 n fect.1va 

::~;f:~l;~~¡~~fíl~if~~~~~~~[il~~~lt~~t~~~}~ki~i: 
por· in fecciónfexpe:ri rri_enta ¡ ,.ó>na_tura_l-"''co·n·¡ Anap !asma· es /asociada con: 

in recci~~es :';n~5: g;~~~s · (1~~~s :·:. ~· :."~~t,,:.: '{9'6~): · .:n-y~,:;~~~ª~ :;9lie 1a 

~:~1;;n~:::;~: :c~~::º:~ 1:a7s;)s. ~~t{:;e~~:::~==:~;{fi~·,:~g;~~-~~~:te~:~. 
pensar a estos investigadores que la inmuiifd~d 
está más relacionada con una 

2.12.2 La respuesta celular: . .. .. 

Buening ( 1973) estudió la respues~;a' i~fiíunil:a~ía · en bovinos 

vacunados y protegidos contra la-'aÜ3.pi~smosis~y ~~~~,:;·;;~/en aquel 

entonces que la protección muy()Jrob_ablérnC.:ri~_c:i ;;·;;,(:~~h;.;,üacia ·por 

:: : ~.!·; 1 ~·.: ;:~::·-.;,f ;i¡,rií~f {;~l~f 5~~i(,~~l~~~f t~E~~~:V;;:;~ 
( 1977) establecieron: !,''.'"~correlación:·; entre : la'·:rep,llest"::' c,elular e 

in mu no protección< _:unt·
1
.v

1 
ª,.·zrai o

0

sd. _0.;·~;s ayo s~"di ri g_! d ~.s·';p·'b,:~0:f;,''1;·0·+0;~s-~---'¡r':!j;' r~s~:u es ta 
celular. ;),~::;,:f/'1-d' íe11coé:/~os;,\d~'c:' e··- '.vri'é.uriados y 

midiendo l~,~:~~~e~ta; celular in·vivb·é'';,io:sJffi¡5Jr;<:;5;bovinos. En estos 

estudios. los autores midieron in· vitr'o:,el _p'á'rá-l11efro de La Inhibición 

de Migración de Leucocitos (LMIT) y ··mostraro·n que en los animales 
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protegidos, los valores de LMIT eran más altos que en los animales en 

los que la 'protección era parcial. Según estos resultados, el' :valor de 

. =2::.:~:f ~~:~i~~t~t&~~i~iii!~úlgi~~~~ti~~~~~~if ii[tt:i~· 
an imales.cuy~s~r~spues,ta's• ce 1 u 0l~r~'sO't~rdában:,en •dt;sarr~ 11 arse';'• y ''.'s tas, 

~:::·::J ;1~~~t~\i~!~~ª~t~il~;~~¡ti~~~~ililI~~f~:[: 
bovinos'· esp lene.c.tom1zados ;·¡:,·,:,las··'"''' nf"ecc1 ones.'' ·experimentales·,,-.:; ';s'é 

eª r a.e t~•i/~5:~:~2:'f ~'.*~~,{;Wt~~~:~~f {~~:~.~X~:~~~{w~f ;~Wt':~~;~,~~i,~~~%~~~;~~; . iii~;~~t·;:. "..º · 
esp 1enectom1zadoo:'ii.EH.m1sm_o-;:au to r.'re po rta:,quec•la::res pu es ta oc.el u 1 ar•, in 

;;:::.;ft ;;:{¿!~gi{~t;~It~~¡~~~1f~~~i~!íf !~1~li!Yí~~L:: 
cond 1c 1 ones ~ ""En·•c:estud1o·s '·. masf:;'rec_1en tes;¡¡; varios:t·•·l n_ve.s·t1gado res::· han 

:.;. .·-, .. ,·,,~ .-. <'f, -,::·-::-·0->·:.·. ~:(;:_"::"~'.--<~~'·:~: ~· 1:;«'.::- :.~;~;1?~t-~";s: ;:·;.~:/::(~~-~-; -~.'::··, ~-~ -;~>·!\!k't::::::~::.:~:;~::~'.:;;~>l~~'~:~i>'.-~-!~{·-:),.i: ~;/~~:-:~.~~-- ,:v.y"~;;; .'·._;~, .. 'e ' ' 

d iseñac¡I_o' tecn 1cas -'p.ara':' eva 1uar>"e1 ;, pa'pe I+de ·:la',' resp'ues ta/ce 1u1 ar ·:·en'· 1 a 

::::::":: .;~t;~rJ!t?a;~1~~~'.:~;~~z~~~!~~~\t¡~t~~1~~lf J1I~~1= 
celular del.inf",ocit:os,provenientes~de::bovin°;s,vacunados!<~En,el1mis:: 

pero acti_Va· 

células plasmáticas que elaboran IgG2. En est~d,ÍÓ~·::·ffi'á's·~·;,.;¡·.;~tes, 'se 
' .. - :·.·:·... ' - . 

ha mostrado que la inmunoprotección en animales' vacunados está 

directamente relacionada no solo con una respuesta 
> ~-------·-' 
~-·7 -:.-:s c:~~)?\T 

celular de tipo 

1 
·¡ 
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Th 1 sino también con el desarrollo simuletáneo de altos niveles de 

IgG2 (Brown y col. •. 1998). Este isotipo· de IgG hasta entonces se 

sabia que.· terÍ ia~pr:c)p ie.jades•- opso;.. izantes ·contra :C l· de~A':·:ma;.gina/e 
(Cantor y ;_c?l:'.• (993)_Yl~,"é,' era capaz• de a~~Jrientar: ef;ri'.i"me'ro·; de· CI 

i ngeri dos•···_por ·~acr~fagosi•cu ltivados ··in_·_ .. ·. vltr~ >' Ei/-' un~~·es tu dio _,.muy· 

espe.;i n.;O:~<l~tjrici_,:;¡j;¡_~:¡ó~f~,e~c;¡ de···A,, mar¡-;~·a1~t~.~~-\~~1ltrc't\;~;os . de 

~~~if }t~i~~l~~I!!~t{f ;E1tJ.~f ~~~Yt~~1ti~~f~¿~Fi~ 
mecanismo:de,in~unopr()f .. c:crón·; . "~i- \i-Vi J :·:Í'~;u~~::•¡c:; . -

-la 

·un 
·~';,. ~: 

·.de 

·a 
· · · .- .. ~,· ... '"',.t::;.r~-~·a.h'v~\.e.'::~s·<.;;,:: · · · 

fragmentosJ'.·J:>e~u?ñ,('.)s <Os{s_onf pré'.i-.. nta'd .. · .. •· .. - de las 

:: · ·~,:1~;irlii~•~~l1;"'~"~! ··~~~!~"h'·rtii~~~~~it1~~*!~::'.: 
p rod ucc '('.)11 de•,v_ªl'.'º'.i;c~t('.)c'·ll~s,\';'om('.)''IF":N'}'(B_ro'-Vn~•y,-col•~;'; 1 ~98). Esta 

se 

la 

fagocitosis'.;fi¡,ient.C,po~ parte de lo~:;..:.,a.¡,l"óriigós ca'mo se señaló en el 

trabajo de Canior y col.. "(1993). El ÍFN-y activa los macrófagos para 

.-·, .. - i' 1' • ~ .»:~ 

·-~ }_~ ..... - - . ··- ~ :-.. ----- --· ::..·~~ 
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expresar receptores Fe aumentando la capacidad fagocítica de los 

mismos (Palmer y McElwain, 1995) .y la ·producción de N,O (A.dler y 

col., 1994, Stich Y<col::;.~_:1998, Brown :y~·col., 1998);':El:0 NO.;es)muy 

:r:t: ~t;de~~:~;~;~.;1~~i~i·?.~·~·~·; •. ~J~:i~i;f~~~i;~ikt~~r~s~~r1.Út~~~,~[€~~~\~I.~H.~; 4~ · 
a partir ·de'•an 1 males::~vacunadosfy,.;.p roteg1dos~con.~un :.1n mu nógeno <de ,A. 

~~}~~~~llllll~lllf f llf illf :~~¡;:~~~;· 
:~t~i':n1~~~;ltl~n:·:cnróe;::c:: :ai::g::~:ntea: 1

1:
5 p~:::::i~no:: ~L~~e:~: 

estimula los propios macrófagos para expresar los receptores de 

'MHC-II los cuales son importantes para la presentación de antígenos. 

2.12.3 Protección cruzada e inmunidad específica de cepa: 

Varios investigadores han demostrado que la vacunación de bovinos 

con A. margina/e induce una protección sólida contra desafíos 

homólogos (Palmer, l 989): Esta observación se ha corroborado con 

tres cepas mexicanas de A. margina/e en varios estudios hechos por el 

grupo de Rodríguez y col., (1999). En estos y otros estudi~s; .. la 

protección ha sido párcial y variable' contra' des~flos,Ú1cterólo'gos 

:::b::;.~~,~füi1~i~l~i~~~t~~~,~~~a~1t~;f~%r~:ii,~¡,i:~;~~t~fü1:: 
vacunad os;,·~ Esto;,; pu edeO,{exf,11 ca rs ~fe P(.)~·'c\la,•<v a r1ae1(.)n'i\a 11t1gen1 ~a' que 

~~f =~0i~~Í~Jif t~~f~lt~~YJ~f h~~~~r~r1~~~~7F.~S:;1:~· 
membrana: del sup~r.fÍcie; MSP-1 b, MSP-2 ·y MSP.-3 (Palmer y col., 
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1994; Al le man y col., 1 997) Por todas estas características de A. 

margina/e la elaboración de vacunas de eficacia universal todavía no 

se ha logrado. 

TRST.C' CON 
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CAPITULO 111 

(EXPERIMENTO 1) 

3.0 PRODUCCIÓN DEL INMUNÓGENO EXPERIMENTAL DE A. 

margi11ale (Méx-15, Méx-17 y Méx-30) V PURIFICACIÓN DE 

PROTEÍNA DE ERITROCITOS BOVINOS NO INFECTADOS: 

RESUMEN: 

Para obtener antígenos de las tres cepas mexicanas de A. "1argina/e 

estudiadas, se inocularon bovinos esplenectomizados vía 

intramuscular con sangre infectada equivalente a 1x10 8 GRi de cada 

uno de los tres aislados estudiados. Esta sangre se mantuvo en 

criopreservación y fu'e pasada ... en una serie. de tres -.v_aquiUas 

;'Á'"> Los 

Méx-1 7 

al''i.0%':t'eñÍdos' con 

inmuno're'aC·tivos: ··',:'e',~1\' 

estudio., tal 
<•,.',· 

manera ' que• se.: d1sm1nuyocc;;c~ns1derableme~te•;;, lalfo•éant1dad'···. de 

me m b ra n ~·O> ,::.; ri i'~o;,íÍÍ ;:;,:,,: .·;.·c~o·.~·n/ic.~~1_.zu~;py:.~e·~~ .. -.:···-··l··.•.'qKiu'.~e·.~.··~-·-:,_·.·,· •. i.: .. _······.·º_·l .• a;~ .. -...• _.,''.'_'.~ ~:;·~-~}~{c).~ ·~ 'i ~ ~ º-·. _bsm
0

'. 'vói· tnioc as 
de reI-coÚ <'a1!:•J"o'%~\s~';. . . iiíoélí13'éió·;:. de 

esplenecio~¡~~d~~. sigue si~iid
0

0_~;:..;:;'i.::~'f6a6· ~~ic~;~~ para producir 

antígeno de. A~ ,,.d,::g.i~~Íe .¡:.•,.¡·~ta q~e el cultivo celular para A. 

"1argina/e sea aplicaclCJ ·a.:rnpÍiamente' .·.Los componentes proteicos de 
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los extractos de A. margina/e purificado de esta manera mostró 

. proteínas ínmunogénicas por lo que se concluye que este esquema 

sigue· siendo útil para producir inmunóg-enos-·ae A~-- margina/e -para 

varios estudios. 

3.1 INTRODUCCIÓN: 

Desde los tiempos de Theiler. (19_1'.2.'j;•:;,;,:,,c;,.si ·toda~.y;;.~ in-"estig~<:iones 
acerca de A. margina/e se ha• utÜ(~ado la. iri.oci;.;íá.';:;iÓn;··aió ·bovinos 

esplenectomizados para y · 1a 

sangre obtenida d.e es,ta_: 

preparar 
,:!_.:'. 

contra in·· 

vivo el 

otro 

cuando:• se·t 1 no cu 1 a ro n'Ccon.i.una'?c ep·a:f.v1 va;: y >v 1rú1 en t<C:d e •A ;»¿m drginál e~ e 1. 
·.' ... ~; -·y--:~:·~.-:;~~_:\:i:!;7.~~.,Lf::_;,~·~~lf:";~.~~:~\~~}~;~-:i::~'t::;.{;)~;_:,~~:;.\~-~:~:~;;;.~..,,;,-:;;J.::;._7;r:~·~~~"":;::¡'J)f(\!;.~{;~':·.6.~\t;,5'.~r;.";~:t iZ~~d~~ht,~~ -~~~lf::~ ·1~·.,:;-~:>:~. :_ ~: :;: ; ·· :'.~ .- - . 

grupo -·esp lenectom izado?;'.:'.':; alcanza ba!;f°":-;porcen taJ esc;;;~·.de :.c.,·:·;.eri tro c1 tos 
'· · I:· ~ ,;!,> :: , .~~ >-: ·,1-;:· .it.:"~.: :>:;,::·r~::;~.::.;:::.-. -~--'¿_: Pf_:-~-~~:_:.~fi-/·~~:':S:':-< ~:~\:.:.::\:;>;;.\<\:-t;, i8j~zS': 1.fi_?~~·?\~;::\\·J~;-~_;,,:.t:~,c.:.:;~;f-::t r;;_:;, ~; ?,~ .... ,~.·:,: .- ··-: .. -.. ·~ 

in fec tadc»s ~t>EI)':s igri i_ficat ivamilrite.•.más':~ lt,~-·s::í:¡ ~ e~e L~grúp.ofde;_b.ov i nos 

f ==:~$if f f~lf f ~l~Iillll!1~;;;:~~~%~~1f 
Si en do·:. un:.:org·aáo:::l 1 nfat1co:,;s.ecundar10.;'!·::s·e.:".sabe~.hoy:,, !;:con tro 1. ·cte 

• · . ~ -.; .... ~~-'.:_·,.,:~>·-;.~ ~';.; ~·;X:~:~:~,;::· .. ~~·:~~~i.:.t}i~t'~·~ff:ffb~,.~~~:*~~1:~ít.x~¿,;,~~Jff~~,;.:~~~~~~:.~}'?~::~:7,;o:~~ · · · .·· · .. . _ .. ,tf:~~~~~·;~';z:;_'-: .. v,>. =· .... -.. · 
la 1 n fecc1on. ·de:·anap la_s,m~s 1s::;e.s;:mayorme.n.~e;·;Po.1'.c;-ma_c_r_o,fagos'.,a~t1 vados. 

c n e 1 b azo y : · 1 a .·' · e~·;,l;~~?~J.Í:,~~73~M(t~~i;t~~~;!:~~;:'i;~,~~ .. ~~\~f:f J{-~;~;::~}.~'.~;\'.~ée);·b 5 ·; 6 s 
bo Vi nos, 1 O que perm i te\-.q Ue:~~las·.j·rl cketts.e1n i as /(.aJ.c·ancen;¡;0v·a lore.s ·.•.m UY 

. ) ...... : ,; :.~'.\-: :i~;::;+~~i''::c:::::.::.~::::_!\;1~i:: ',,_·~~.;':~~:' ,"(' )-~-'. ;~:·.: i: tf;-,-;,"§/_::<:;..;i;j-;f .:):.~;~¡\-,¿ -~i;r¡:\"~~;;-.'·-~:- ::.-~\.·' / __ ·:-.":,;;~- ·. _ -: __ ' , . · 
al tos; algo muy importan te.;:en'',la:, P.r6du-.cc ió n}d.C:::a.n_t íg.én.o';)p_ar~,.preparar 

·. ·-· ·;.< :· · -'-:<:'·::;;,?;~~-~\:~7-St'·;:~"{:~\ :·::"·~~··;.¿: ;'. .. -/.., "!-._;_ ~~~~;,~·.C.::7c.~:~_<? t~-~'.;'/c-Z~~:;j·'.,:~._,;_.'.f·.·~~"5;-: ~,-; ~'.;:~.~~~ ,~·, ,, . _._,, º' ': " · -· 
inmunógenos experimentales' de;,>4.-;,marginal~~-'fJ;;n':MéJC:ico; González y 

col. ( 1983) utilizaron >I~· L.;~~~l'aci,,Ó~ ~~'ii;é:\,,°,O:;g:/~ál;, en bovinos 
:.' '. ·.-.,-·.: . .... _,;-·'.· ... _ .... ··":- ..... ·,) ... -::.-.: ,· 

esplenectomizados para ·prod.uÍ::i~: san'gr'e.' infectada,· la cual utilizaron 

TESIS CON 
FALJJ\ Ik .. ,. 

·-·---~----· 
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como fuente de antígeno de la rickettsía para desarrollar las técnicas 

diagnósticas de aglutináéión -en tarjeta ·Y fijación de complemento' En 

este mismo estudio;~ los 0;, ut.Ores c(Gonzá_lez ·y c:01 ~~ Jl'9'83 )'~reJ>:oftaii'~ un 

caso en· donde-···1ograron Únaoi.impresionante ;rick<:tts;;rrti~;~·de'f97%'.•. Ha 

::~:r;lt:~~g~~;~i~f Ji~~i~~~~l$~1~~!~~i~ti~ti~{: 
Ixodes,:scapularis.~ .• (Munde_rloh-., y_;'col .:•;c;t.I,9.96;•y'B lou 1 n\•y::tKocan·;'iD.9.9 8). y 

· • ,. , · ~.:·;·:·"/.~·.;::: ~'..~;~{j.~:l\:::::::::,1:'.~'.~·.:::?/{i? ~v:),'i~:·'~·¡:-;1)~·:;~1'~'.-~~i::,,i.!\'.f~~- !~z-~:1?:.':·:;t:\~Y:-~~::? :.;;~:.~:·{'."·1\~~;-:_.:~!"~f'':'-JJ~':~~-:~\-;,~?t"~tf;::.~~h~i_-;i.~.,,,:~;\:.;:,.;>:,::; ;_:_,- -.. ~ -, : 
cu 1 tt vo·:deda ·:r1cketts1a·:.• en,:er1 troc1 tos"c"bov1 nos:. en '':presencia;·· de·,.: ce 1u1 as 

- _ · · ·· . .-~' ,~!: -:-:~ :.-...· ... '. ;.~ ~:;.;_"' ':- ~<-::'"' "i;:::,:--.~~-d: :::~_:-;;s;"i}·':2'.;~~f :rb:~~~~~;;.)~:;: ~'~: <?f3:;:,;.~--~- f!~~,, '";~~-.;w;_~ i:_·;p-~-:~;';J;~~-.i ~ )~~:-::(;. ;·.~,. ~~~ h;f:~t~:,';t :~?~J.+,0::::~~~.~~; ;~: \,..,_<- :, :·:; · 
en do te l 1li l(:s';(~llghC:Ill; ~<' co l:"~'Al997) ;<~:A'unq ue iehan uge 11ofob te~~do de 

esta 

como':·' 

1998; :.K~'~.;~ 
,·::,, :~...,: \ .-:x:'-': .: (:'.·:· 

~ ¡, -~---'. ,· •. 

La cabo 

.'.del 

.. la 

sonicacióntd"'i'Ia.''sá'~greHnfefta•da'.,¡~tiliza11do'.'sonda's n~.-~11.s, o •. el 

'.(Í~¡ 

de vacás.,.,v' ac u ri a·dasi'cuárido ~.s·e:i;u ti I izii.\;:es teiit i po•.'d e:"i nia ted á 1 •. ·:co in o un 
· -· : .• ,.':·-' · ,> .~·.=.t;:.-:: :-~r.:;~:~)~~: 0\:~(:tl~::::,tr~---'~:"::;i~/::>:: -~.',ú·:: :·-~;.;.~¿~:::~,~:r;~-,~-~:,~:;~~-~-;~~~-~<:~~'.<~~:t:;~-:7~:;:>~~-:'i:-~:--.;<·~:.:=.:~f·: .;·.~:.: · :·:. _ _. ':. ,, . 

a gen te :ya·.; .. u·n·a1::0 «choque;:·anaft lac.tico•'en·;.re.vacunactones:','.•.Tomando en 

cu en ta.· esta'. ,;:.;,~'i'b:r1~1t~d~:t~·~~?~~}-:;~~~~¡t;~;~~N;rrr;·~~·l'frn'~·6·ió~·-.de ·estas 

técnicas' d·;. tal ~:.in~~.; ~ll~ se eliminen' las :meinb~anas de eritrocitos 

durante el p~o.;e~ode Ía purlfl~aclón: 
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Rodríguez y col., ( 1986) reportaron .el uso de gradientes de densidad 

de Percoll; un compuesto ·de polivi~ilpirrolido·na 
purificar º meró;<-oit~os _ de~~ Bábesi°"~~;~_f vis 'ººd;;'c' fa F 

3.2 MATERIALES Y MÉTODOS: 

3.2.l Aislados de A. margina/e: 

y silica, para 
-='-~~-~-:-

man era·,~ ~q ~:~-.~.;se 

Se seleccionaron tres aislados mexicanos de Ac · _1'z_arg_ln_aJt!_ . . CM,é_x_-15, 

Méx-1 7 y Méx-30). Los que actualn:;';n~~- ,~~é, mantie'nen en 

criopreservación en las instalaciones ele 1 lab~-;~~orio ·dé: -X~,~~lasma 
del CENlD-PA VET del INIFAP - - íuero.n '·,;e~cti__;~do~:' ~n ·_--bovinos 

esp 1 enectomizados para produ'éi r; s,áng¡:é 'i;:, fectáda~ La --cepa':· ivr éx-J 1, 

proveniente del estado.cle.Vúcatán?'s;,;'-:,ifilÍzÓ como fuente de ~ntÍgeno 
para el ensayp de ELISA>y·e~'los experimentos de linfoprolifcración 

in vitro para corrÓb-orar _la- -p·r;;tección cruzada con la misma cepa. 

rr.¡;I C'- ~ -,.--,, ' 
J. r.!w·~--~"" · ... \ · ·. 

FA11L Di:,_ .. 
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Tres de estos cuatro aislados han sido caracterizados biológicamente 

en cuanto a su vii-ulencia·.y. s;,. capacfdad inrnunoprotectora (Garcia­

Ort i z y co 1; - 1 998. Rodríg'!e~·y c~I :~-.'1 ~9.9.;"';R'ocirigue:.:· y~'co_i:;==2o()O). 
Rec ien tement.e/-/1~'.5:.. -~i~.ri:o,;~;·_. c:u~ ~-r~/~~a '.¿1~~-º_s··~- e~_tud i_ád~s ,, fu_ ero n 
caracterizados.-.i~nftiéam"é!'te'(de-Ia·Fuente_ei aL '20~ 1) 'y- ~-ct,ual~ente 
representan_·~ ~·~-~-i~~,:<~f~.~Í~i'.J~'it'~>~·:~;~·~y~~~'t'~,~~-~J,h~~,{~"ri~~·,~~J~f~-~i ~-~-t~:¡;:;·~ .. ~¡-~~'..id~~.;,~_·~·-~:~··~ s· 

m e X • e a n .... ' '~CfC{'Á~,;;;::~>- ~:...-.;;.~-:,; : ~I' ~-.,..:,: • • ~,, ~-:;7.:'.2.i~~ . ·¡it~'.'~.:.·-~:;~~~.;:;:~~\it'T'.~~~:-?i~;~;.-~~.:-.~~.:~;~~\'.t~:;;,:}~~;,7<:.r:::~:!;;).~~·1:~~:~-t~{~) '.'-;)~~it ~ - ::~-~.~;: ·: 
~ ,,·'.,_:~-:·~<--,y'.~~~\-:.:: .. ~:;f~~:'t/;/f~.t.s~tJ~=;E:';¡' • •' !;"> • "-<•;:. ;-",.: =---;; ... ~,. _4:~' --:«\_~- ~ )~\:__. "'{_- 't:·. -,~V·~~~· -1

, -

El a1slado.:A,···::•mczrgina/eh,( . . .. -099-01) .fue, recupera·do·-de un brote 
·- :: :·; · < '.·-:,,,~ '.-'i:l~;,:~~ ';'_h~$~·~,:r·~_;,]~f.-.;},::;~~>:'~\~.;,~~;::;,;¿;. _ _::_···-i\Y ;...';'.:?{r - ~\ ' ":: • ~,. - -~ - .' i' '",./ .. e ~ ~L 1 ,;.,:., ~ ~- .; -...:_ t: _", ~ 

en un cent~o··,<l,~":'acop1o'···en\:·er;·m~nicipio~· de· T~xcoco·~>. Estado de 

. ~ ~:: :;~ ¡ ~y;~1:1J~~JJ~~¿~?y)i!2Óe\·'~~!J~i~~:~~~;~~!~[~¡f~~Jf ~1:~~{~~~e~\ i:,. : ~ 
aislad(,:'• Mé:X:3o- l 93-0 1 fue recupe'r-~<to< en:_: un'<',brote). fi'áiuráC ·en -la 

locaÚdad de paso del Toro en el municip!o V._,ra¡;·~uz\¡:,Ji "''1/e~t;,_cÍo de 

Veracl-üZ. 

3.2.2 Animales experimentales: 

i.~~~.:~:::i~~:~~~:::~~~~:~~iv}J~;~t~i~~ti~í~§~~it~~~~~ 
México. Los nueve bovinos fueron',,jal0Jados,,,_en,~las·"C<1nstalac1ones·•del 

. ,._,: ··~·, ._:•::·--:;;»B¿'~~ .. w:·:.::: :;,/t~'ª~ :-'-.'.!:~~7 .. ~i'.;f,~~;~~tf}X;_,..-::,~:~i~t~.~?::~r!·~-·;~';f..~::_·:t\:.~:,_ :.~_,; .. ~. ~r :.;,,_ "' ·: 
Centro Nacional de .. InVestigacione~;;cDisciplinaria~Ven,'-''Para's,itologia~ 

;ee te:~::::: m(i~::: 1 
D ;.p ~~:::>;~~~-';{W~1tt~~:~3·:~it~~j'f:'~~~r·f }!~~~:; f it~trt: 

esplenecto~iza-do~ e ina'tun~de .. premid~s con dex~;,.¡et.i~o.{'a (Azium®) 

a la dosi's<ci".f 5mg/animal/día vía intramuscular y usados en grupos de 

tres para la producción de sangre infectada de cada aislado. 

3.2.2.1 Inoculación y Monitoreo de bovinos esplenectomizados: 

Una vez recuperados los bovinos de la cirugía se les tomaron datos 

básicos de hematocrito, temperatura rectales (Tr). peso corporal y 

tr ... _.,_,..__. ~ 

____ _J 
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sangre para frotis tefiido con el colorante de Giemsa para destacar la 

presencia de hemopllrásitos~ ·La sangre para. hacer frotis y para medir 

el volume.n .célular;·aglor;nerado_~:(y:cA)-se-;col~ctó_ e~.ttib.os•-al ·vació 
- . ·_ - _. - .,._ :· -- ~'--~ • ,-.. - -:"--' ':---· ...,,-·--·-- •• ,',. . - ' ·;- --j - - . ..,-,·:-_c . .::----: ·.-- .- :·-, --· -, ·-· •. - ; ::-;' . - .~: . -.-_. : 

con sal ... diJ>~tasica·. del:ácido' etil_é11diaminotcira11cético'~:(K2-EDT.j\) 

: : : : ~ ~ ;2;ij¡_r;~füi~~~;,j\~~f~j~~J;t~-~~r~~t~*~~;i~~~,r i~~=,~t~1~t~2~~~\~'r-L6:: 
e X ami n_a ~~ ~~:~~" ;,-~~i1~~:~;~-~i--~~ ~~fi-~~;~:-~~º:'ff~~~;I~f~~~~~1itE~::w-;,· ~~-g·a~ti:~~~fra 
determinar- e 1 NCA;_se,\1! ti 1 izaron,'tu bos microéa _gaz:.~s-J~YJ',:;~·-:cc::~:':'~.ri/~.gó 

,~' _,,•"', ~ ,:•1_ t !..f~t>',i:,..,~~~.:.)t'.,'""="" .,,.,,~.::,_.~ -~i', ;1 ;'.\~(;;,"-,<.7.,-J,'~ ·-,·\(·+·."· . .;.,-•:.~"'~·-·,•-,'·•N . .,,-.n,,., .. , ,, .... ,. 

~.~~f~if l~~~)l~i~~Jif ,~~~:r-º~~!;'jf ;1t~0~~Tu~itr~~~w·:: 
Des pu es •"d ec; 1 ª"toma ·;de.: 1 os ;da tos•:•bas 1 co·s'ó·:,_s e~ d 1v 1d1 ero n, en 

;:; .. :~f<~~i~~il~i~~f t!~~llt~ii'f ;¡;~r f t;~r~rr:::: 
a 1s1 a dos•.·. de',;J4:•:<:"~~?'~ n~/e;"1,p~ey1 ªF·ente<crio pre serv.ado s;~s e' de~ c ().ngel o 

en bafio 

a 

medir 

Cuando -

los 

>f"úeron 

(PEJ) 

fue supe'rÍ~~- dfas. La sangre 

colectada de •ésta ITl<in~-~~ se :centriftigé) tres veces por 15 min en 
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solución salina de Puck.pH: 7.4 (Puck y col., 1958) a 4ºC, ISOOxg en 

una centrifuga cada vez retirando e.1 sobrenadante·y la·_capa flogistica 

de glóbuTé>s b'taric-bs:- La sangre ·p·a-ra e"'-périmentos ··de infec:°cióri se 

guardó en criopreservación a -196ºC en nitrógeno liquido utilizando 

.PVP A·Ó···;..'1·10.% ·en solución salina de Puck pH 7 .4 y la .sangre para el 

aislamiento de antígeno para los experimentos de este estudió se 

conservó a -70ºC en DMSO al 10% en solución salina de Puck hasta 

-su uso. 

3.2.3 Purificación del antigeno de A. nrarginale: 

La sangre infectada se obtuvo del congelador a -70ºC y se.desc.on.gelÓ 

rápidamente en baño Maria a 37ºC. La sangre descongelada se 

centrifugó en solución salina de Puck pH 7.4 [con gen·t~~i<:;ina a 

SOµg/ml, y el inhibidor de proteasas fenilmetilsufo.nil::,\.ft'tic;ruro 
• . • ~ -··· • .• ! !:~_;.;; "::·'; .. , -. . . 

(PMSF) 1 mM] una vez por 1 O minutos a 1 ;OOOxg,;4~c:.1l'ara''~eOimentar 

:::~~t;;;.~i;;~~11;faáli~!~f ~~I~~~~~~~~,~~~~r0~!i11,*;~: 
::; retiran d.º~ e l:~sobrenadan•t~···yl;re·c uperand ...•. _ .. ,c•De.s pu és 

7.4, 

de_ 

de 

:_.se 

en 

in i ci a!6s; '<l;;;.tf';;i:-~:.::;;;_~·;;;_¡;;.;';i;:;;< como ~·;;c-:ii;}'~;'~ó·',,e¡~~s . a.1:ít:orés es de 

l. l 9g/mt:·'Ef:':sci-nTcado se-. ;:;..·~~~·lÓ con tres vo!Ürnenes de solución 

salina 'de P;.ck y ~--· sietevol;lrriene~ de esta mezcla se le agregaron 3 
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volúmenes de una solución estéril iso-osmótica de Percoll/O. 1 SM 

cloruro de sodio:(l .par.te,de 1.SM NaCI + 9. partes de Percoll al 100% 

Percol I .. iso-osmótico);· y~se.-· ceittri fugó p'or •. ;.3s~~inut()s ;: a·;2_3 ,OOOxg, 

de los 

Cl 

hasta su· ;;ara 

probar la c'11i,~áA;·<leFarítígeno por PAGE~SDS y por in-munoblot. Otra 

pequeña c.a_r(tid::;:.:;f de éste antígeno se utilizó para deter . .U:inar la 

concentración .de proteínas por la técnica de Bradford. 

3.2.4 Purificación de proteínas de las membranas 

de eritrocitos bovinos no infectados: 

El estroma de eritrocitos bovinos no infectados se utilizó como 

control en los ensayos de electroforesis, inmunoblot, 

linfoproliferación in vitro y en cultivo celular para los experi.mentos 

de estimulación de linfocitos T CD4+ con fracciones de arÍÚg.;,.nÓ_d'e· la 

cepa Méx-17._obtenida por electroforesis de flujo co;..ú,:¡-,{<:/.::;.r-ara la 

preparació;.)C161:estroma de eritrocitos no infectado~,':'~~;;:.i'~~~-t'i~~ron 
los bo:_,ln~;;~:'¡'¡¡;¡.:·~~ de la ...:napl;.srn:osis alltes 'd~ '.'1'...:•~'¡'~';{~'~~~-cióh'y- la 

:::::~:.~:::~~:f~,~if l~~~~É'.Z~%~:~~t;j~f.~1f ;~i.tf~:;ff ··.::·:e:.~:::. , : 
l SOOxg,-4".C'.~ii:'' ün,'1'i'.':enti;i!"l.lga·;,CC:é!.~ifífuga IEC Centra MP4R) cada 

vez retirn~~o ~I ~;,bre,:;...:c1..,:ii:te.Y'•la- éap;;.' flogística y recuperando el 
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sedimento de membranas eritrocíticns. Los eritrocitos se lisaron con 

una solución de.cloruro: de amonio nl.0.83%; Tris-HC.1. O.OIM pH 7.5 

. incubando 15 e minutos 'en'~;~bnño de,:~~i<:lo, ••'Y'-~o~H:riorm.,;nte ~·se 
ceri tri f"ugárcin/a ;~lcl;Óoo~g ~po'r·' I 5 m fri 1.l't.;'~ ;~a:.~4°'c'. Poste~iormen te 1 n 

prepnraéi'1{ii:;~~·;,~~'ó'},;;~'h:i~~sfó¿~·¡~~·~~;:'.~~ si1'1ú'clón. ·~'ali na 'd~'. p~'ck pH 

7.4 n las mismas c'ondi.;ión;;s':i.;-..sta que; ~JquiriÓ u'n .;-o!<:.r ;Ósa claro. 

El estroma purificádó se ·guardó.a -70ºC hasta· su u'so y. una cantidad 

pequeña se utilizó para la determinación de concentración de 

proteínas por In técnica de Brndford. 

3.2.5 Determinación de concentración de protefnas en el extracto 

de A. nrarginale y de eritrocitos bovinos no inf"ectados por la 

técnica de Bradf"ord: 

Se utilizó una solución estándar de albúmina sérica bovina (BSA) en 

agua destilada a 0.1 mg/ml para preparar en duplicado soluciones de 

concentración de 1.0. 2.5, 5.0 y 1 O.O µg/ml en un volumen final de 

2ml en el cual 400µ_1 era del. reactivo de Bradford [Azul Brillante de 

Coomassie-0250- a o:oi % p/v en EtanoI rikj% .~/~ y y;ácido f~sfórico 
a 8.5.% v/v (BI1~AJ:>·':ªt.·'No!50Ó.000.6)].y.:'l~600µl:d¿'agua destilada. 

---.~.--. ·,¡~~!-~ ,·, 
para ''i'las -,,,, . 

. , . 

una 

final 

R p M' a;~·~:c:.·:~-~:~p,hj~rtWt~,~%S~:~f~~-f~~·~~;~;s~-f.f:+t~~:~1~~.~~~!i~T:.~~'.~,1~yi·e r.s ó 1 id o y 
de este antígeno'.:s.ecprepa~.aron7'do~)"o1uestr~s. pro~le~'as• en ••.. duplicados 

:: 7:::: t:}J~t~~%tft~f ~-~~ª:~:-t'.i~·:·i~·:~ª}k~~-~}~t\~YZ~ª · 1 :nª~ :e~: 1:0:: ~ 
TESIS CON 

FALLA Di:;> oí' rr~ ,., •• 
~b }~ ... :.. .._-. ~-~~ 
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final de 2rnl. En menos de una hora después de agregar el reactivo de 

Bradíord se leyeron las densida.des óptica·s (DO): de· .tas - soluciones 

problemas ___ tanto . . . . . _._, .. 

~·:'.:~~:::n;~:"I~~~;:~ifü~~~f t%~~~~~~~$~f 11.~~i~f l*~~~!.~tJ~~~ 
0 0 

Y se P ~-e~~-~e;:~0~i~~.~b~~K~::'.,~~:~~:~;f~l.:M~1~'~!,E-~:~t~-~~,l}:,~c~X~~~~~1~~~;!:~~~:i_~;~:t'. 1 a-. 
con e en trae. i ó n :: a e/' 1 á-<ínu es ira:'.• to m a·n-do erí-'ic'ú.en ta . t'O'do s:•.-t o's--facto re·s·-- de 

dilución que se hicieron en todos Ios' p-~sos. Las :-c~nce"otr~ciones del 

antígeno de A. 1narginale y del estroma de glóbulos rojos no 

iníectados se tomaron en cuenta en todos los ensayos realizado 

después. 

3.2.6 Electroforesis e lnmunoblot del extracto de A. ,,,arginale y 

del estroma de eritrocitos no infectados: 

El antígeno purificado se probó por su calidad, integridad y perfil de 

componentes por electroforesis en geles de poliacrilarnida-dodecil 

sulíato (PAGE-SDS) utilizando el estroma de eritrocitos bovinos 

sanos corno control de comparación. El procedimiento se repetió para 

otro gel, se llevó a cabo la electrotransíerenciá de las proteinas a una 

membrana de_.nitro·celulo.sa: para:-reacc_ionar -con .sueros hiperinrnunes­

espe_c i ficos_ para,Ac1nci~g;;,'Oie.( } 

... ' . ".:·> ~::_:. ~--·:;;_,_·. ~ , ·, :'·:· ~ !~·<r~::::\{:r:::_s: ·-,,:.-, ~, _.-. ~-· ~ .· .. _ -: ..... · ·" _';:·.~:~. :"''.~:·. ,.·.;_ · ,·. \ ~ ---~ · · 

r;~!.i1t~f I~l~I!Jiitf l~i~f ?f ts~¡f r~1t;t~if ~,~~ti:~1 
sanos previárne-nte obtenidos ·s'e· níez-claron·:co·n- un"vólumeil:igü-ál .-de un 

arnortig:uadÓ~ dio ~ues~ra (Amortiguador de ~~~s~~á-: ..;T~is-HCI 
- . 

625rnM; SOS át 5% p/v; glicerina al 10% v/v. Azul de bromoíenol al 

\ 

,.-\ '"·:C:1f~ 
.: ·' '.'. • ! ' 

. YAI.: .. '.d 
·---·'77C: N() SALE 
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0.002% p/v, 2-mercaptoetanol al 10% v/v). Las mezclas se hirvieron 

en Baño María en ebullición, durante_ cinco minutos,y se centrifugaron 

las muestras_ .he,rvidas. :,a ~-'.l -0,00Ü-':RPM~~-dura,n te-;- cinc_o - mi n u i.;s -y- e 1 

~~ ~ lri::::: n ~: :;eur\ih~ :~~;,~~i~}i,_~~~~}A.~r~~~~~,;~r~~--:~tf~:~s:~,~:~:~i:~_é;:?_~:u,~_e_? -
de muestra equiv":,l,ente_ '1'd Oµgéde;~proteina/delfextract()~Y;,~e".co~rieron _ 

d 
0 

s ge 
1 ~-s -111:~~,;in,~-~Xi:~};~,~,~:~~;~f~~,if-~;~1,~:~r~~:~~}~~l,t~!"~;it?;if:~:~;~~t~~~~?A~-~:-o," •--

sume r g 1 dos _,en;-, bu ffer-''de:':corri mi en to/;(Tri s~H C [;;;'25 mM·' 1 ic1na:·i-I 92mM· 
: ... ' .. --. -~,. .... ;" ,;.·,.-f:('. /!C"':·~~".'i::,~·;·1;~;~'/)::~f .. ~~-~;~)~'.,.;i;>;~;.\~·1~~,;~~':',~Z:+~:>~-<~;;;;;j:'~,~~>J.l; s :t:5;';;;;::.\--:~~'.-}~~-~~)~f}~- - ,;r'.::.:~'i)~;~~·~:~~:·i·:k >et: e:;,.··:·'._,· .. : .. 

y SOS al O; 1 %)':'éduranté':dos'"h'oras'PóDc'spués!°de~Jlá::córri a'rs·e-ure-alizó la 

~~;~J.~·3~~1~rii!{~~f~~~i1~it::~t11i~~f i· 
so lu c1ón-_•reveladora- (metan oL:al;¡-3 0%c:-_v-,,tv;•;ác ido!a·c-ético'¡-g 1 acial ~'f;To% 

>~.:' •· '"_._,_,._,,;<,-~~:;~:· .. ,.;º:~::, ·.-'>!.<:~-~ --.. :, .. ~ .';'. <,,:,'.:.·. :\: -'.~~ ... ·'.< ··:: .. :~o:~:;.:::(',~'\::.,t.::f:·::;:~-j ;:::i-~·f,~'~:+.:..:;:~-S:·t~'~¡-~J.\::~6~·~-~~;;_;;Y~_··,'s::-.~ ~'.:}.:~'_;';t;f~~~:.:~-~·· ...... _ .. _. , . .. 
v/v en-·•ag,':1.ª ·des ti lada)-_---baj()l.as'n~ is~-~s} candi c:Ione8c/\5:::g ·~ece.s'has ta 
verse las,ba'ndas~ EI,;~{et~ev.iiit~'b·:~·~~~~;c:~~f~'.¿5·1'¡;(1fi~'ri<l~;;.~'j/~b'c~~-~re de 

~::~.2;:~:~~~{1:Ir ;iW~~~~~i~i~~f !~~r{v~;~~'.:e;·:.~::.: 
3. 2. 6 .2_ El ;;.;t'r.;trf~·~i~c.'~¡::·~ ~!~f }i,~;:;f~~[~¡~;. "s/ ~.;; ,;• -

t ra ns f~rcil ~iü' 
glicina 

minutos a'llic~ el~.' 
electroforesis, el '~'e'í? 

ésta -se 

de 

durante.-.diez 

[}espuésde la 

de- transferencia 

durante 20 minutos y '•po_ste~io;m~_nte-, se_ '~obre-puso el gel en la 

TES1::' c,~.,­
FKL"LL 
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membrana ya descrita cuidando de no dejar burbujas. Ambos se 

cubrieron con papel Whatman No. 3 formando un ••sándwich" el que se 

sumergió en amortiguador de transferencia"antes-,de- llevar-a-·cabo la 

transferencia a una corriente constante de, 200m'A. ·por tres- horas 

empleando un sistema de enfriami.ento. · 

3.2.6.3 lnmunoblot: 

Una vez transferidas las proteínas, la memb.ran'a se incubó a 4ªC .en 

una solución de albúmina sérica bovina (ASB)'·'al 1'0-%" en solución 

salina de fosfatos-Tween 20 al 0.05% pH 7~4/(s_sÁ~~T~.;e;;_ 20) toda 

la noche para bloquear los sitios reacfrvos ya'cío's'.',:A:1 '<lía_,s.iguic;:nte,la 

~ª~'.~iilli f~litlt~i~f lllllil;f l~I~ 
después •-·~e in~u bó''.,la~fl'lembran'1rco~';agitación ·cont,in ':'~·id ':'7n tt: :Ihora 

tres 

7.5 

la membrana en oscur¡'dai:f _pa:,a,s6~~,;'~~'~'.C:':~ ::; 

~-~.- :,-.. :\.i~;.:·. . 
3.3 RESULTADOS: 

~.;: deposito 

La reactivación de las tres cepas mexicanas de A. margina/e fue la 

esperada y alcanzó en la tercera vaquilla de cada de las series 
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rickettsemias de 94%, 76% y 67% para las cepas Méx-15, Méx-30 y 

Méx-1 7 en ·8, 1 O y 7 días pos-inf"ecció.n respecti:vam.ente. (Cuadro 1). 

Estas rickettsemias representan el· rnáxirno·cporc~lltaJ.e<.de eri-trocitos 

¡;~~;~:;~~t;íl~iliJlllilí~D1li{{:tllilitl:: 
1) rnien tras.; que'.\en:¡ra·;2),';ig;::.. ·muestra Cl ex traéri troci tic os después 

·~~j~~~llii ll~~~f~if~f t~f íi!{~it\~l{~~t· 
Peq ueñas;;;can t1.dade·s:<. de.l.é.ex tracto •de · .. cada i~u n-.1\.de>.l as;:cepa-s:::e·~üúd i a das 

de A ·'..·,;±i~~#;{.r.~~~~:.W'ü\~·¡i¡¡·~?~:~1~[~}·f~:í:fXt?:t~;~:~~t~~:~~~Í~4#R\,g;t~~·~?,,~:~~;~*~~i(~,,.n.~ . 
c o m b i naci ~Bid e¡ltéc eJs oni e'aciónfY:,'{u 1 trá}c:entrifogl)ei ón,,i,fueron 

a 
. ; : ·l''. ;:.; ,'.' '·~· !.;¡;_ . -:;·. .'\; 

::-'~.>. -·. . ;'~.. ~ .:::;~-·· :·::.·J ~..::.:;::~- , ..... -,;·,' ······.-~; ''<i} ".:~< 

El aná 1 is is.ci~.1¿gel~t¡;fit<lo:;·cari\é{ colo~llntr:A:zu 1 '~e: h<><>·:U11~s ¡~·· R-'2 50 

(Fig. 3) '.in:ó:~t~Ó;' la ,prese;.'i;;:¡¡,: de·· 17. prot~íri"~~ ~1~'r~~el1te<teñiéla:s de 

PM; 21, 2'6/r~yt;'.32;·~3', 3'5,' 38; 40; 46, 49~1. 62~ 80, 90, 105, 120, 

150,y 209'k.ria.·· 
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Utilizando sueros hiperinmunes bovinos contra Anaplasma margina/e, 

se llevó a cabo inmunoblot del irimunógeno y se mostraron hasta 14 

proteínas··· inrnunoreactiv~as .CFi~uia 4Y s)_··.EnlaFig'. '5 sé mue sira el - _- - -.··.-. ·--

perfil de proteínas· inmunor·eactiva·;¡ e·n extract.os ·de. las tres cepas 

mexicanasde A'.margÚ1a/e ~urificaci.:,,; sin P~~c;;,IL, 
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Cuadro 1: Los datos clínicos de los terceros bovinos de la serie para 

inmunógcnos de A. niargina/e: 

Bovino Cepa de Diasantes TR un dia antes VCA un dia antes PE1(%) Sangre 

A. margina/e deexang de exangrC de exang (º/o) congelada (litros) 

No.06 Méx-15 e 41.0 14 94 1.490 

No.09 Méx-17 7 40.B 21 67 1.745 

No 11 Méx-30 10 39.9 16 76 1.604 

LEYENDA: Los daros de/· tercer·bovinO de cada una de las tres series 
utilizado_ para producir sangre infectada. Bovino: el n,úmero del 
bovino de·.cada .-serie; Cepa de A. margina/e: la- cepac-méxicana 
utilizada para producir - sangre infectada; TR un' día·'·:_an,res,; de 
exang/ºC'.· temperatúro_ rectal un día antes de exanguinar,:.~l[boyino_; 
VCA un día-'ante-s de -exang (%): el volumen celuÍar,:á-gfrjni'-,/¡._ádo::en 
porcentaje un· dla,·,;,,ntes de exanguinar; PE/ ('Yo):;;,)c'il,3'~~ma'XiT110-
porcentaje -de/ eritrocitos infectados al día de exanguin,ación~·:· y 
sangre congelada"(Utros): la cantidad en litros de sang,.-e•procesa'da 
y congelada:para usar en los estudios subsecuentes. '•"- .. - , 

l -~' . 
r . -

,. .... -. \. 



Flspra 1: Glóbulos rojos del bovjno No. 06 infectado 

con A. mqrt(inale CM6x-1Sl: 

~~:,i:; 
·:··:·,.:"!t-,;..'-

·~~,;~~. 

SS 

LE YEN DA: GR i del tercer bovino en la serie de las tres vaquillas 
(animal No. 06) utilizado para reactivar la cepa Méx-15. Se alcanzó 
en este bovino una rickettse,,.ia impresionante de 94% al día 8 
después de inoculación con 450ml de sangre a partir del bovino No. 
08 infectada con la misma cepa. Los CI con su ubicación 
caracteritica en la periferia del glóbulo rojo se muestran con una 
flecha blanca. 

~rsrs; cr·~T 

F.A1U. 



86 

Flagra 2¡ Cuerpos Jnicjale1 cxtra-crjtrocitjco• de la cepa Méx-17: 

LEYENDA: Cuerpos iniciales de la cepo A. margina/e (Méx-17) 
purificados como está descrito en materia/es y metódos. Los CJ 
aparecen como puntos redondos tellidos fuertemente en morado con el 
colorante Giemsa mientras que los residuos de /a.'fl membranas 
eritrociticas se ven aun como un foNdo morado de menos intensidad. 



87 

Flwpra 3; Electrgfgreais de la prptefna de la cepa Méx- J 7 cg yp sel a 

1 0% de poliacrilamjda. ---
-

..., .. 
a .. 

315 
3:9 ~~ • .. p. 

:s: .. ..,.. 1:>·~~ :N.a 
:11 ..... . .. -
21 .. - ... '-~· 

2 :J 

LE YEN DA: Para evaluar la calidad del extracto después de su 
purificación se probó en un gel protelna de la cepa Méx-J 7 de A. 
margina/e (carril /), prote(na de GR no infectados (carril 2) y 
marcadores de PM (Bio-Rad). 



Figura 4· Ipmypoblot de la protefpa de la cepa Méx-17 

después de separación eg ug gel de poliacrilamida al 10%. 

1 

1 
L 

l kDa 

1-124 
!-so 
1 
! í .... 
-34.8 

1 
t-17 

_ __] 
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LEYENDA: Después de purificación en Percoll al 30%. los extractos 
de la cepa Méx-17 de A. margina/e (carril M-17). 1111/izando proteina 
de glóbulos ro.Jos no Infectados como control (carril GRn) se probó 
por s11 calidad en un inm11noblot con suero Inmune a anaplasma para 
evaluar la conservación de los antigenos durante el largo proceso de 
la purificación. La imagen muestra 12 proteinas inmunoreactivas. 
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Fjgura 5: Ipmynoblot de la protefpa de lu cepu M6x-15. M6:g-17 y 

Méx-30 después de separacjóp eg up gel de poliacrilamida al 10%, 

M-15' M-17 M-'30 GBa Ml'M 

-
-209 kDa 

1-124 
i 
¡- 80 
! 
i 
¡ 

;.. 49.1 
! 
J 
! 

1 
1 i 34.8 

J.. 28.9 
1 
i 

l..20.6 
'--~~~~~~~~~~~~~~~~ 

LEYENDA: Los carriles: .M-15: extractos de la cepa A. margina/e 
(Méx-15); M-17: extractos de la cepa Méx-17; M-30: extractos de la 
cepa Méx-30; GRn: proteína de g/6bu/os rojos no infectados y MPM: 
Marcadores de peso molecular (Broad Range, Bio-Rad). 

r TESIS CON 
P f, T T • · ·. ·, :-· . ·· : ·, • , 

E E.ll.L•,!::.·_:_ -- . . ; .-~ ... _¡ ·'-·,:.·: 
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3.4 DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES: 

Hasta que sea ampliamente utilizado el cultivo celular. para A. 

margina/e la inoculación de bovinos esplenectomizados ··aunque . es 

costosa y está asociada con numerosas desveritaJas sigu-e -~i~'ndo -la 

manera mas práctica para obtener inmunógeno's·;;dé c;J<, margi~,;/e. 
Notablemente en este 

Y· 

,,,·,~;,, 

una 

rickettsemia<''de'° 97%>fen Turi;,.bov1rio ;;esp 1 enectómi'z'ado:•c·-·1nfectadó 'eón 

:::::~'~Jl~~i~~i~i~~~if,~tif ~~~~i~iiíl~,~~~;~! 
y col .•. -.•(1983):'7Enó':éste: ~ltitnóY<,'studi~'.·se· alcánzó"-la,ric_ke_tts:~i a·. de 

En cada 
reactiV·~r·f· 

-

de de 

las proteína.s\inmun~gen 1cas C,por;,;s_u_eros.;,ant1~~~t\P} a~ma-{ct;:ri' i i1mu ii.o 1 ot 

~::~:::e;·á··q~u~55\::~-¿[{~-Jjf~rft··;:'~fi~±:fl":-~i·f::~1~if~:'.:5t:::t:~· ::e :~ 
margina/e, eran ácl.,;cuaa~men~e con~e~v~d'os/Í::i uso de inhibidores de 
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pro teas as como el PMSF y el EDTA a una concentración de 1 mM ha 

investiga.dores . ·.' . - ·,: . 
degradacion ide.;io's· antígenos:-:'dura'nte':elcproces·o :de:'la. púri ficación' y· 

sido utilizada por un número:. de para evitar la 

parecería .que\' pai'cf~lrf;;,;;·!.:, ~¿r;1~i.t.'1':Yó'.:~¡',': 1 a: ·: C:'ons ervac ión '•'cíe los. 

epíto¡fos.: 

dei 

·;t:;.~ ~';. ~·~'..~> :-:::· :· ' '· '>· . >~· ,.~·:._\~~··:" ··~~ >'~ /~~:~~· .. , .. ·1 .. ' 

A pesar.de/:lasfc;11al.i a. .. ··.·.·· .. o.siti"'..a:s:de:J inmunóge.~C!:'uti.Ii.zad.o(e·~·····est.os 

e: s t ºdi~ ~}~'~'!f~~'g.~1?"~:~~'.~c~](:~:;:;·;;i~J'.iF~:~~~:~i·~~.; i ó~<:~~E~ i.if ~fff~V~.(O~a;rn i 1 º 
de otros: méto'dos':·rnenosi:co'stoso's·•·y:·que. sean aceptablesi.en::cüanto a .la 

éti6a del ~·~~,d~~·~i¡¡~~id'{.•~'jt;()~·~a~~- este Úp() de. est~di~~·~·;~hcuanto· 
a la contaminación .·del•antígeno con membrana~· de '(]R.:· 
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CAPITULO IV 

(EXPERIMENTO 11) 

ESTUDIOS DE LA INMUNIZACIÓN Y LA IDENTIFICACIÓN DE 

ANTÍGENOS ESPECÍFICOS RECONOCIDOS POR lgG2 EN TRES 

AISLADOS MEXICANOS DE A. margina/e: 

RESUMEN: 

Se ha propuesto que la protección contra la anaplasmosis se basa en 

una respuesta de linfocitos Th 1 en asociación con la producción del 

isotipo del anticuerpos opsonizantes lgG2 (Brown y col., 1998). Con 

base en la capacidad para estimular este tipo de respues,ta, inmune, se 

han reportado hast'á 'ahora, :só,lo, tres,"proteínas .-,de, la'' membrana 
'"· :.:,•" ·.' 

denominada~ _M~_f'.: 1, "~_sf,,-:2_,Y)f-~:::3rP~~~--~~I,1;~~2~,~~f;-~~·~f;~,f.§I~~'• ~ara 
investigar la ex1stenc1a"'·de 'otros -,ant1genos, espec;,1f1cos,:,;r,econoc1dos 

por. I ~-~ -~r~~~t~~~~~~~~: '··~:·~·:~¿,·~t;~~~iiiii\~~-~J~:~·-~f:',¿;~'.~t,~'~·'-f·:t)¿.~~:rft1'.;!t;1fiJ"t~tT;j:~--·~;~ri-:'.~º~' ~ ~ s 
• • 0 •••• :, ,- ... -- ', ~" 'P::J:'~\,t.:-:• .. ;:: ._ ~,,¡f· · · ~-~'::;'-~;:'f,'.i--:~~-:-:+!~-~~,;~;~::.~-f~~:!t~1·1~)-~-~~~:P-~:-;:,;;&~~·c':2¡.\I~·'..''J~;;z1:~~,4;~/{~~?;:i:J;;.:.?,?i·:~:~;'.=:;.:.::;_:/> ·,_ ::-;,_,_ -__ , :·: · ·: 

a1s lad()s ·m.e:ic1cano5:: de ~<i~g1'}a/e,:(~.ex~ l,5 ;\"rd~x'-}\7•cY•cMe"-3 ~).,se 

con 

Méx-1.7 

de cada 
>·'' .~;·:.·~~:;~ ~ 

periodé>: 

valores 

desafíÓ• 

inoculados recono~ieron intensamente hasta l~·p:r'~teínas d~ l~s C'u~les 
12 fueron específicamente reconocidas por lgG2 en extractos de las 

tres cepas estudiadas. Estas proteínas fueron reconocidas solo por 
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animales inmunizados e incluyen las MSP-1 a, MSP-2 y MSP-5 ya 

reportadas p~ro además·, incluyen siete .proteínas (PM 28; 33, 37, 50, 

5 2. 5 6~ 1,7 o 'k[j~ )oi~tfrÍca~·~ rite~· re portadits·_eri_:'1i.' 1 iiéra°tu ra:·é(ú ¿ i ri duce ri 

IgG2 .• La electr'oforési'\l\cn: d~s; dimcnsiO'nes:(2.::o);:mostró prot_eínas 

~ a0sv:: °:; !_~;}~"i~t·t~~~~~~dó~~~~,;¡~~-E~~~~~~·~~tf ;tl~f~~:·rtt~~E1:~?~Jie1f ;:p ~·: 
:~sª .··~J~#§~~~~~1~~~l~~;{.~~~:~t~i~~1~W(1~~lX~f ~~liKE~'.fi~[~~~~~~~t1f![~:Mc ~·~: 
por;.' gG 2 '.'En~stec;mis1110?1.siste~a ;o~e,,observó".1.1na\ pro té !~a/ adic io.na 1 

~f :~~:I!~~l~t~f l!t~ll!f~l~~~l~~f ª-~~~f~{~ 
Am56 y Amt7o r~·s~e-~tÍ.,',a,ffie'nte: _Lá~'l~Í:ra~'.:Arn" corresponden a A. 

margina/e y el número el aparente PM ·de' la'p'roi:e.ína. 
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4.1 INTRODUCCIÓN: 

La caracterización de .antígenos inmunoprotectores de A. margina/e 

derivados de glóbulos r(,jos'.·infectados~di,;~¡;¿vTnós,~se ha iiÚeritado 

!!}.f ;~~il,J!f lil{Jlil¡l~lf {f illf JI!!! 
frac ci on·e s»1d e'{.·p ro tei nas~~de·i. ra:1:m em b rana·;,d.e1;:,es ta '•rl eke tts 1 a ·11.tan to,:; como 

. · .. ·- ,' ;~ ·\~;..: ::_~~;-:_.:Jit)'.i'~'. -~·«}~¡- -~-:_;;':.:~;-.~?.),;·L~::.·t)::,~'.;:!~~«.(;~~J~->:-z ~:.L\.~;~.;~¿~::~2~:;:_,~:/~:j::~.; ;~:.:~:?;f~~~;~{i'f:~:.·,~:,;~;;:k=Y::.·,;\t:~-!;;?!'J.f;-~-Fi>'>1_,_:::.:T-~~- ;~' -~-: '.'., ... ·.; -7--' 
las proteínas;de::'A :·:Vmárgi na/e.:'.'.·expresadá1::p·ó·r .. ~co 1 ón i as»:;rec·omb i nantes 

de E; ¿¡;/f:'.i';'!=''.f·5::~~ :~, -~:, t.-~.::z_~J:~:;·~~'FjJé1,qr ·. ' ' ' . . ' i;)'':'.;J'.~'.~d: ' ' ~~s~J~E}:'fü::; '',~ 
En un estudio_. por, Carson, y "col:,'·:>( 19707.)'.,;'.'.se;:;.comparó'i':'l.a'·' r.espuesta_ 

• _ •
1 

• •• _,. , -~ --~ ~ , ~ ( \, : , , :, •. -·'; ~·"r:_,:· ·:_;., __ , ~,:_,.,:.~J~·--::t;:t{~-"·.i~--i~,,\':~~-~::~.·r:\\:·¡--,.;-,~~:~~!~.~~4(~~.<::~·~,F;;f;.·f.~;t:;;':~'./:ri,.~:,"~·- :~.'- '. .· .:.:--.; 
celular en tres'-grupos .i:le.,,bovinos;•uno:•dnrnun·izad.o!'.'c:.ó·n'i:.uri·~;¡nmunóg'eno. 

:~::e~;:e~íJ;~~t~lWl~~:~~;¡i~~~~~~li~f !it~ii~~~~ •y2~. 
ad y u van te-.,o le()so('De~p.u é5=/dei. este; e~ tud i?;',·o t ros:~ e i en t ífi e() s ••l l:egaro n 

ª es t-~~-~~;f.iYJ;~;~~~l~f~rf~-~·~:~~~x~;q:i+-~·~c~-~:tB"i~~-faf,... . • -"-.,:1r:,,.,\:+~~~~-~Ef,~-~~.·~_!.s•·· se 
asociaba •.:c.on \1c,(),:':';macrofagos:' n():isólo':com():i:celu las'.fcpre~entadoira :de 

antígei°:·,:{sJ~-1:ºX=~~c:c,·1:';·~~993).si~~!'~f~~~l~0~~~;~z"":·n',fí't!~~;i~~~~M¡·;ª~-
En ·el· ,mode1oc"'-de71~mun1dad•; contr~C,;A.c~·mar.gina e:~p.ostu a •.. o;· se ,ha· 

~~;~f~]J~:3~~;~:f ~i;~:~i~l1~il!l~~ll~~~[f j; 
celu·1a:'r ¡pero aso e i ada con 1 a· produce ión:· del' an ti'c u'e,rpo ;IgCi2 ~·: ·•<; :· 

Un sin·;~i'.i~C.~();'Cic in~"stigadores, e~ dlfe~ent;,~ .pa~tc~ ~eWrii~~d(); han 

mostr~do;~;l,o~'~'. pi,rfile~ de proteínas inmunogénlcas "~h;(<lir6rentes 
aislados'· de "A. 

principal.;,.ent;, 

margina/e 

en el uso 

por Western 

de sueros de 

blot. Esta técnica, se 

bovinos hiperinmunes 

basa 

anti-

anaplasma para mostrar en n1embranas de nitrocelulosa antígenos 
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representativos de proteínas inmunogénicas de esta rickettsia. 

Después de establecer e 1 .. rriode ló. amp Í i amen te aceptable del 

la 

coiil'O 
muy 

El 

que 

posean cual1dades~;;1nmtúíóprotectoras i~tres:'l;cepas,·rnex1canas de A~ 

m a rgi na/:f'rp~~f,:~({J~~~~·&;~!~~:~~~;f,:~~l:~~:i~;i~0i~tf~J;~Z;~~~~~~it~?s' :/~rote~ idº~ se 
usaron. para•>.el.;.reconoc1m1ento.\>de•':d1chasI.prote1nas ·en ·western blots de 

:::ir~~i~:;:~~;f~W,~~tl~~1~~'~,~~~;~$f¿~fJJ~~~~~!¡~;~:::~[a~ci::r~;rodbear::ng:: 
ensayoÚd~· Ii'~fC:.proli:fera~ión in vitro en presencia de extractos de las 

cepas ~de 

capacidad 

A. 

de 

margina/e antes 

¿stos extractos 

estimulación inmune. 

mencionada·s 

para inducir 

4.2 MATERIALES Y MÉTODOS: 

4.2.1 Animales Experimentales: 

para determinar 

la mitosis~ signo 

la 

de 

Para los experimentos de inmunización .y linf"oprolif"eración in vi/ro. 

se compraron en el estado de Coahuila, zona libre de anaplasmosis y 

babesiosis, diez vaquillas de raza criolla/Heref"ord de 1.5 años 
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promedio de edad, La selección de. bovi.nos para los experimentos se 

hizo despllés de· probar por ELISA sueros ·de· los mismos a la 

Anaplasmosis·;-- Al ·11egar·a las instalaciones del CENID=-PAVET·;··se ·Jos 

tomaron· datos básicos; del hematocrito. peso corporal, te.mperaturas 

rectales (Tr) y se hicieron frotis delgados para destacar la presencia 

de hemoparásitos. 

4.2.2 Experimentos de Inmunización: 

4.2.2.1 Preparación del inmunógeno experimental: 

El extracto de A. margina/e purificado como está escrito en el 

Capitulo 111 se utilizó como inmunógeno experimental· para la 

inmunización a una concentración de proteínas de 50.µg/ml•.y· .por 

separado en dos adyuvantes, uno en el adyuvante Sap,.;rii~;..:9.·~:lia2.A® a 

una concentración de 3mg/ml en PBS y el otro e~ el~ 1ady~'vant'e'.IM~-

if i~:::i:[;~::~:::;~~:::;;~~~~~i.:~i~~¡i~i{i~?~~tt~f }lhf 1~i 
mezcló con el adyuvante correspondient.e <··;.;:se.:.~litilizó··.eri ·ta 

inmunización de bovinos experimentales. 

4.2.2.2 Inmunización de bovinos: 

Los bovinos fueron divididos en cuatro grupos con· los ·números 

correspondientes de identificación; 

Grupo Saponina (Bovinos No. 241 I, 241 7 y 2420): 

Primera y Segunda inmunizaciones: 

•:• Extracto de A. margina/e(fijación) + Saponina 

Tercera inmunización: 

•:• Extracto de. A. niarginale + Saponina 

,---~~-.-:-: ... ·---·-1 
! [1;:'-



Grupo IMS (Bovinos No. 2413, 2419 y 2624): 

Primera y Segunda inrnunizaci.ones: 

•:• Extracto de A., margina7e(fi}a'ción) + lMS 1313: 

Tercera inrnunizació-n:.' 

•:• Extracto de A~ .. -·111q~'[:in.a/~-. 

Grupo 3 

•:• Un 

• - ~'"<;-" 

-;.· ·",::·;.•_:,':_ 
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Des pu~;;~ dé tomar~ t"é.s .. bá~iC~s se adrninistrÓ.'á los bb~i rtos' eÍi nócu lo 

correspoildiente vía subcután.;a a Jos días de o 2l :/9~; al ~·ía 164 se 

llevó a';'cab·o el desafío vía intramuscular de los bovinos inmunizados 

y los testigos con un 1xl0 8 GRi con la cepa Méx-30 altamente 

virulenta. 

4.2.3 Ensayo inmunocnzimatico de ELISA indirecta: 

Durante los periodos de pre-in1nunización, pos-inmunización y pos­

desafío, semanalmente se tornaron muestras de sueros los cuales 

r-··;,::-·· 

.. J _FA_. __ 1_L_~_ ... '-=:_...;··:;..;:· _ ••• _., ,~.:iJ 
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fueron probados por ELISA indirecta para determinar la cinética de 

IgG. Para esto, se fijaron placas de 9.6 pozos (Coi·ning) a 4ºC durante 

una noche-con el-aritígeno.de'la cepa"Mé~-3Í-sol.ubili~ado en 0.1.% ': -, ' .. ~ -_:- - ·.'. .. ·~ ._:, , . ... . . 

~~I~~~ki~ªi~~i~~l~~~~i~iJf l~~i~l~t~i~~;~;~~ 
: ~:u:o:·PH':?-'4 ;( SSAF,~T) :';Y~;-s ~gui d o\por, e l•1bl oq ut o¡ \ .·. ; ·.·. ·• .. ·. ' '.I>lacas.co n 

tres \',el 
conjuiad¡j' 

. , .·I·.· 

diluido· a 

3 7 ºC: .Las placas ;i;e 1 a varori tres .veces'• nueváme'nte;y\lafréa,ccióri ,·,r¡ na 1 

se réalizó'' con · el sustrato p-nitrofenil [;:;sf~t6':,•~~~.o'(oT7s~'- erí 

amo.:tf~Jiido'/de Tris pH 7.5 como está descrito (R~d;ig'~"-~'-y col., 

1999). Las placas se incubaron a 37ºC por 30 min y s<Ó Ídy~'.:\;n'eri un 

espectrómetro de placas a 405nm y los datos de densidades. :~p-ti¿as-· se 

analizaron para determinar la cinética de lgG. 

4.2.4 Estudios de linfoproiifcración ;,, ••itro: 

4.2.4.1 Preparación de reactivos: 

El medio RPMI-1640 (GIBCO Num. De Cat. 31800-014)'.quese utilizó 

para el 

MilliQ) 

cultivo celular se preparó utilizando agUa· d'e·Í~:rifZ:ada (grado 

y estéril como solvente; se preparó l liÍ:ro ·del~;~iiie.dio ·RPMl-

1640 como sigue: al agua se 1 e agregaron ,._.~s·'-~i~ui'e~ it'.'i•;eacti vos: 

2g de. biéa~boriato.'de ~-6dí'a"; ·· 6.5075g 10.4g del medio RPMl-1640, 

(25mM) de HEPES (ácido .sulforÍico de N~2'-hidroxietifpiperazina-N'­

etano), o.29222g c2iriM) • det aminoácido Í..'..gt~tamina, 1 o.oooou de 
f---·-,-·-;-:::--··· -._-._r--r· 

. ~· .. !.>: L"-1 ~ r 

--~J 
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penicilina, estreptomicina a 1 Omg/ml (SIGMA). 50µM de 2-

mercaptoetanol Y·.suero f"étal bovi110.(GIB.CO·BRL® No' 10437-010) al 

10% ·vtv y>el ;pJ-fFs·~.:áj~stó a. 7,4: y ~e-·0 cSti;'rilizÓ la solución por 

fi 1 trae i ó n · a \;~~¿5;;~~ .•. u,p::3~-·~:~~~~ª.~6~~·~tc;~?.~~~~.íTI.~;)~·~'1Xjl;~•~~ ~ n ó a 4 ºe 

t}~}Jl(~¡,~{iii~~;Jr~~t~f ;~tit~t~t~~~~ti~!~~nt:{:: 
7 .4 y se. filtró ~-!.~~~~~, Ü~. fi liro ~~ :C,.:2.~J~: y 'i;,6. ~1~~6e11ó ·a 4,;C·hasta 

~-··-

su uso. 

pH 7.4:. 

de 

para de 

células ~o;.;,.~onentes de 
': .... ·_,_ ·:'• -.,_--.-

tr'ansfidó con una 

pipeta estéril la fase flotante cÓnterii'.;~do l·~s ,PBMC a un tubo estéril 
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y se lavó por centrifugación en dos ocasiones en HBSS a 400xg, 4°C 

por 1 O minutos cada lavado. El sedimento se suspendió en 5ml de . . 

H BS S·y s.e tomó. _u ~a· mue~tr~'·'para-~uanti r(c'ación: de células; 

~:: µ::~~·1t~~~;~~f :5i~~~?f~\~~§~,i1ºJ~,~~~ét~;¿1¡,f ;S~:~~°c ·:~::d; 
1 50µ1 ... de-·•HBSS:•;:•Cascrcel u las'.'.se•iºcontaron'•-en.:cuatroó~cuadran tes·· de un 

• -., ·. . .· r•, ·'-;~.<~~-,;':'._.;'"s:·.:'c :·•,fr··~·;:~~~~:-;.i;_,.".;.o._~';-;,,._.:-~;;;./c_•,,.2;'=:\:-~• . ~ :: ,,.,' -~-; J·-¡~' .,P~ "'' '. ·.~;~~j.:;( :<~~;>;{,~~~-S'[-ih~:i·;~~t:i-~:;°;;~,7-:;·~:::::A~-:-- º';:~: ~ - ~ .-:-.'' 
hem_ocitómetro':/''.i'l•_(SIGMA;· right-line, hernacy..tom.ete_r)~j_:;<b_aJ_O .. ·un 

- _: ·_:, _';'.;~~-'.~f\::~\.Ii+"'~(~?;~,~~~;;;,1~f;~~r?ir:-~rr\ ·· ~:~.~-l :);.~ • ~- -,:':~ ·- . _t.f : , _ _,~:_,~~,,:~~j{~~-:;~:,:;.~::;?:S~~~11;-~;:~~t;~1 '~~·::~;·~:2!_F:,~ ;··/·» · · · ' 
microsco'pio:,·compuesto'fa'' OxS Sé:ic.alcu 16:, el<p-romedioLdeli-riúrnero. de 

,'._: .. , __ :~-,;-;-!,,:.-·:;-:;:f_;-::_:-:~.~;; .:;;~ -;_:::'.i-~-,,~:/( -. .:<'-;;,: /-.:.'·'·/, ·'!·": ·.~.:·. ' .. --.-:· - ,_ . . -- , - '· ' '.r:: :'.· --->:~·,.;o;,:·::.:~<'->·,.,,;·:-~~~::~,;,..~;:-:,~::-:-:·;;-,~,·:?:~::.': >· : . 
células én''.los'·c~átro éuádrosy. tomando ·en<cu~ntá>.J()~·factores de 

di 1 ucioilei/~~}~'i16 .'~¡~~~11 t~o ·real que se uti !izó para·•~/¡_,'~¡~~?gf-.iümero 
de PB'ivlc '6'~.·-cl medio RPMI-1640 para sembrar--piaéa~ '-¡.- 5x!0 5 

célula;l1~,b~J;y 6s¡e número de PBMC se colocó por po.;_c;.~ 

4.2.4.3 Ensayo de Linfoproliferaeión in vitro: 

Las _PBMC se cultivaron in vitro en presencia de e·xtractos-- de las 

proteínas de A. margina/e (de todas las cepas; Méx~IS,,Mé;¿.:l7, Méx-

fü~~f :I;f!t~X~~~:~~;:p:~:~\~:~á:~~~i~~f t~~f~~~~:.:: 
estric támen té'.Jde :•·estéri 1 idad;'.:lasi:•P_B M c,,,:-de•l,c'ádái?'an·i .n·a /;sus pe-nd i ó 

~~Lf :~i~tt~~~0~~t~i~i~iif 1%litlit~~Wt~lrs~·~~ 
agregaron; alos•-100 µl, de_o:suspens1on ceI ular,:depe>s.1tados-,prev1amen te 

en ca<l~ -·~·6,¿.;,·x·,¿~T1oó~'i ~'•t'í~~·:;p;:~p~x~;~;~~·'.·.;.;;;..••-ca~~- ¡ratamiento 

dando la ccil1'<,;;1ltr~8{ó~'''riíii1·éi.;'s·.;~d.;: -El esq\J~ma de i~ sien~bra de la 

placa fue de e'st~ rñ~n~~~; 

r-:~·.-;:7:r~---~;:-;",.- ... , ;· 

!_ :::.~:~~~~~-



Blanco = células + medio RPMI-1640 

Con-A 2.Sµg/ml en el medio RPMl-1640 +células 

Con-'A = S::Oj.ig/ml e;i-et~#t"~~lo~R'.rf.111~1640 +células 

~~an~:o ~:~~~~~~f·ti~,~~%.::u~~l1-f~'!:~~{,-:;~40.+células 

~. ::;~!~~4¡¡¡~Ji[~~!~!IDt~~~i~tmFKrn:: : :: : : ::: 
A. niargina/e.7',,io<Oµg/ml¡enfel\meaio".RPM-:-1640+ células 

~ :: ··:-~~i,t~~{~~~!if ~ll~t~' ~=,;:::: 
GRn IO.Oµg(ml{'e_n\_eV.medio}RPMIC:'l640·;!; células· 
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.. .:;:·:·~Á;~.J:1t'' ~r~·.:1:¡~·:,~f i~~"(',::~:.~;~~-·,;~7·.;t;J~';"::.i?~: ·• .. . . . . . 
Las pl~~as seiTíbrada~·ise'i°'cubárorí~Ydü.rante ci°'co días a 37ºC; en una 

a t m ó s re~ª' ~~{f~gX~~'~ ~t~'.~;/i;~~~~-~{~;i~r;~lff ~;~~~~~~··i;.n:. ulla i ne u b a.do l" a .. <La b -
1 i ne).: mcu~rtoc;~i .. ;d .. ?incul'~ci ó°''~c·a~a; pozo¡'.l"ecib ió • 2.0 l.ttdeLreactÍ vo 

(TA) se 

en 
' : . . 
pro.teina 

en solución 

bloqueactC>ra- d~sp~'é; de a TA y se 

agregaron 100,.Ll por· pozo·.: 'del. conjugado anti-BrDU peroxidasa 

. --, '\ ·¡ 
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diluido a 1:100 en la solución para dilución de anticuerpos del kit y 

se incubó. a TA. por 90 minutos;· .Después de este paso· se• llevaron a 

cabo tres~ lavádos <le··:>¡ 5 'n1rñ'i:úoii' ¿ad a únoº'co-;.i''solÜ
0cion• 1a'vadora'. de 1 

kit P.or.pozo 

indicé de .;s~irni.Íl';,_ción = DO de pozo con tr:ta'~i~i::1bo de pozo sin 

tratamiento. 

Las graficas se utilizaron para la comparación de los IE de los 

diversos tratamientos. Se consideró positivo valores de IE~2.0. 

4.2.S Identificación de antígenos lgG 1 e lgG2 cspecif"icos: 

4.2.S.I lnmunoblot en una dimensión: 

Para la identificaciÓn de antígenos reconocidos en una dimensión por 

lgG 1 e IgG2. se modificó el protocolo de Western blo_t. dco.~cri{~ en 

capitulo III para incluir pasos de incubación·· cc;:>,n: los_,,anti¡,..J·c:r~os 
··,;.,;::!-,.'.;T'' ,,;;: -· , .. ·_,--

f ~~~;~;,~~iii:~e~;i:J:,~f ;:;~~,:¡: \~~::r:dd,:e; .•. ·.··M.~a •• ~ci~u1e[.r!dcfo~·la~.~~1~i~:i~~;~ 
30 en iiri ~·i~t~.ri·; di~o¿iativo discont.inuo ·¡·~ técnica de 

Laemli (l97oj C:(;~o está descrita en el c-~pl.ttiio IIL Se llevó a acabo 

¡-------
¡ L-c':::::: __ :..; __ '·'' 



103 

la transferencia de proteínas a una membrana de nitrocelulosa 

(ImmobilonR · Millipor.e) de 0;45.µm durante 3 h'oras a 200mA, las 

~~{~~~i~ll~~11:!f ~~~~~~l!lf tilli~~~liif ~ 
lavó en .. dos;oéa'siorú:s•a TA con ágitac~ón(c.ont.iriu'a(7n4SSAF.éT-~.~e··.y 

se ·süero 
inmune' coD.'i:ra ,.¡'_ ··• i..a 

membra¡:¡~,•5\;}1'3.~ó 
r~ ··~·:; -> 

en inéübaéi'?í_i.;'cori 

·.'ffiorioclcinal · 'bovino 

siguient.;, :5~·z1:·si'gül~ ~·111~5. 
"dos 

hora. a ffAda~.•~ernbra.~a?con el., antisuero•.de 'éabra!ia,riti"lgGfde •ratón, 

5 min 

No. 

de 

la 

membrana ·.ila'r'a ;~ecarse en ose u ridad:''·U"a's•tni'í:ri'i branas se· examinaron 

vi sua 1 IT.ent¡; para evaluar . lá in te'ii~ii'dad J•t_·.;J;h3.ndás y u na reacción 
. - -. . . -

positiva se tomó como una banda .claram~nte' r;;v;;lada. 

;i;N 
--.-:.:.-~ 



4.2.5.2 Electroforesis en 2 di01en§iones 

proteínas lgG 1 e lgG2 esnecíficas: 

4.2.5.2.1 Electroforesis de doble dimensión: 

a) Reactivos: 

i) Amortiguador de muestra: 

104 

e inmunoblot para 

Se prepararon Sml amortiguador de solubilización de muestra de esta 

manera: Urea a 9M. 200µ1 de NP-40 (4% v/v). 500µ1 de glicerol 

( 10%v/v). 100µ1 de 2-ME (2%v/v) y de 100µ1 de anf"olitos de rango de. 

pH 3-1 O (2%v/v). eón agua deionizada, se ajús'tó-el :voiumen ;final· a 

Sm 1. Un mi 1 igr¡¡rn6 :de proteína del. antíg'én6 é!/;í:i~;~gil1di~ CM¿;_:_ (7j 

~~:if (~~~l\f if N~~~i~~ii~~~~t~~l~f 5~~i::~~~~:~:=:~?-;~ 
utiliz~~,~Íl:'',~ij'!i;5/ci.~~-¡·~-rn·K;:(~;~;·i·~~I- carril en geles de ,la primera 

dime-~ si~?iXt[f·~·:~~icá:;;~ W:)~;;-~};; '.;;h :}~ .• -.. ·. .. . . . . . . ' ~ ,··. 
ii) Prepar~ción}c:IeLa~ortigu'1dor de pre-corrida · .. , /' :[ .... . . 

f t,~}~jf jii~~jj1íf~~~~i~~i~~1;~~~~1~~~!~~;~~;;~. 
20mM en a~U~:d6i6ni~ad~. 
iv) Amortiguador de la cámara inf"erior: Ácido f"osf"órico a 1 OmM en 

agua destilada. 

b) Preparación del gel de la primera dimensión y el enfoque iso­

eléctrico: 

. ~-·.: ¡ 
~ 
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La electroforesis de doble dimensión Se llevó a acabo según el 

método de O'Farrel (1975). Las proteínas se separaron en la.primera 

dimensión por;enfoque i~oeléi::trié<l~.;~ ;'.ncgradien.te~de~pHide 3-1 O en 

geles·: 

capilares~ :r'~;~;: ·~1 
·de·<. en .:·::;tubos 

reactiV_os:; 

: µ~s~:·l~~~~u~~Yf ·· .... · .. ····~· .•.... ega~pn;35µl·;de~pe~su lfato:'.d:··f amoni~{al/10% ·.y 

·se 

agregó"'· una 
:;.·.;,: 

hor~" "º .. ,,:. ····;{· ¿• 

de 

lOmM 

a 200 v .. duran t.e::2; horas :\S e1:áp'ag · a:~fue n·t·e,'de\e le«:fri cidadé.y?po,r_:cada 

~·'~5~G~[i~~~~~~tl~!~klf ~T~iltwt'~~!![~~~11is: 
jeringa, de. Hamiltón; ~la·';mues.tra'.é:se,:;·cubrió .feo··· .. ·.·. µL:(dcf'amortiguador 

pre-c¡,rri'ci~ .~~~~ ld() ~o~ '20~·~- Na{)l-1: ·.·~~n 6í ~T~'t~·,;¡:~\~~~~~~i~t{~'i6Íl¡b 
conectado al aparato Los geles se corrieron a voltaj;t:,é'on.·í~j_á.nte'.de 

700V durante 16 horas y 800 V en la última hora bajo condie:Ú)nes de 

refrigeración, los geles se extrajeron se dejaron a -70°C hasta la 

electroforesis en la segunda dimensión. 

e) ElectroCoresis en la segunda dimensión: 

TRs~s.con 
FALLAD:- ' · ··:'.X~ .. J 
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Siguiendo el si'stema de PAGE~SDS (Lae_mmli, 1970) se preparó un 

gel de separació.n de.12.5% ~on.un gel dio presepara:ción de 4%. El gel 

de 1a: i>rim-er1i:seil>t'ra~ió.n-se~;o1ó"có--~06r,;T-e:(~g.;'( p~reseparación y se 

~~:riºiT!:~;!filf~l~~tit~~i~f~I~~¡~~;t~~~l~Gl~5~f f G:¡z::¡:':: 
: ::::: tifj];tf l~~~~~;~f1~f?Jr~6~:::t~;i'r?J~}t~{-~~-~Z~ti~~~?:~~;di~-~~r~t!~:: 

- ' ·o- >'.! • • ' Jé ·:..-1 . . ~-, . " ' -

de A. ~~;k/h''1/~ .(Méx:I;7) 1 •é::~ ;búffer de, muestra i ·d;; sos: La 

electr~foresis s.; ll~v~ 11:6~bo'a ~~ita]e crinstant.;··-~_;.·_ 11oy du~an~e 2 

horas.·-
'"f.;-,· 

i) Tinción del gel éon la técnica de plata: 

Un gel. p~;·alel~. se tiñó con tinción ·de plata (No de Catalogo 161-

0443) para ·revelar las proteínas separadas como está descrito en .este 

capitulo 'y de acuerdo al productor 

ii) lnmunoblot para proteinas lgG e lgG2 específicas: 

Geles de segunda dimensión transferidos de acuerdo a lo, 'de-scrito 

anteriormente se usaron 

reconocidas por lgG's, 

para 

lgG 1 

. ' 

la i den ti fi cae i ón 'de _,-,proteínas 

e IgG2, utilizando. su'l{r'o pos-

inmunización de un bovino protegido y un antisuero. de cabra anti--IgG 

de bov_ino conjugado con fosfatasa 'alcalina y el sustrato BCIP/NBT, 

para demostrar antígenos reconocidos por lgG 1 e IgG2 el inmunoblot 

se hizo según· el protocolo estándar para antígenos lgG2 específicos 

como se describió anteriormente. 

4.2.6 de MSP con anticuerpos específicos: 

Para ¡~ id~n~fri~~ción de las MSP-la, MSP-lb. MSP-2 y MSP-5 ya 

conocidas,· membranas con los extractos de Méx-17 se incubaron con r-- ~-:--:-:-·------ ·- --
\ n .. 'Í .. 

f .i:c·=.::::.:~ .. c - _ ___:_j 
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los siguientes reactivos a concentración recomendada de 2µg/rnl (Guy 

Palrner, comunicación personal):· anticu.erpo monoclonal· (AbM) 

A n a2 2 B 1 ·. e:s pee ífi co-(lfara-MS pe 1 a~·::ant i :·s u·e:~·oº:"de:_éo'nééj_o-(donil:do¡:i o r 

~.:~·:[~~f í~~Fl~~~~~!~Jti1~Ji~~{i~~~li1g}1;~~~: 
es pee í fi co .,:(a riti '-':r_rypa n·as.omaj{br;üc'e í)':;\Tryp 1-E h'co rno;,·co·n·tro l 'tne gát i vo 

<-- .. ··~ .~~·· :;·,. )-Y~~~·;c{ :: ~ '·:'~:m~~_.,~~:.:::~~~;r:~;:~·~l:;:;·-;.H'e;;i':~:;:;,;;<f;'ii·H+,~':~~(:':_:;/s~.~:--:e/:-·;-~- -r_.~::?-)1"";~-~~-~i, 2c.\(~r~r>~'D;:·-~~.v::?-;_:~.~- ~:~:-.::-·:- ~- "~~~--;,;: -.-- .º· · _ · ·.: . · 
(arna b 1 ernen te/d.on ados·:;p.or,; G u y;;P a 1 me r ;·•;·'Was hi ngto n.;:Sta te:-;u n ive rs i ty). 

r~~;::i~!~f ~r~~r f t i~~~~~tf.~1trg.t JttÉ~rfr~~f l1~º·;~~ 
fosfatasa·.::.·alcalina:·· -,~Ú-uida a 1 :5000 en SSAF-T seguido por tres 

·.' - ~.- ' -:·. : 
lavados. como. antes y se revelaron las membranas con el sustrato 

BCIT/NTB cci.m'o· se describió anteriormente. 

4.2.7 Toma y evaluación de datos clínicos en el periodo 

posdesaf"ío: 

Para evaluar la protección durante el periodo del desafio de los 

bovinos· in.:i:tu,:.Íz,;.dos y los testigos se registraron datos clínicos 

incluyendo iick-ettsernia, expresada como el porcentaje de eritrocitos 

infectados (PEI), volumen celular aglomerado (VCA) y la temperatura 

rectal (Tr), estos valores se evaluaron corno ·está descrito en el 

capítulo IIL Los resultados se analizaron_ con la ·prueba'T .. de st.:.dent·a 

un valor de p de 0.05 en el caso de promedios de los dat.~s clí..;·icos 'de 

los grupos de bovinos vacunados. 

4.3 RESULTADOS: 

4.3.1 Respuestas humoral y celular: 

4.3.1.1 ELISA indirecta: 

'J'!í',~Tf:t 
J.·--
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Al inicio del experimento, los sueros de todos los animales fueron 

negativos en E LISA. ·a· anticuerpos contra A .. margin_ale. Solo los 

ariimalés~ inmunizal:Ío~ iri6strar'o'ri:'úriaºrespüésta dí;c.JgG'detectada en 

una s.;m:ar1:a···de·.···.s·p··.:. __ é_ .. ·~··_.···_d'e_ ;.ra~!'te.rc.'é.~a: irimu¿izacio~:(cir'liri6~ 1,) mientras 

que no h uboé.fi:,'{~~:.¡_;,r;'~ii~~~u·e~~téif~;;::i' ,fc;~.~fa's°ii~:-g~·t;~~;t'~~}~i~Jésta ·d~ IgG 

::~; ::~:~ .~:·::~ pvua~:tr:s ce~:·l:r~:~~ :::va::·~~t7d"~.0;~¡~'.if~~;7:jlj~e;i·:: · .. -~ ~ 
terc~ra,in'Ínllliización. El análisis de los proi.i'~:~'j~{ ;i'~'.;~~d 'v~l~res de 

DO para los grupos vacunados mostró .. q~~- · · f.;~:~;on· :: .sl~Úares 
e.stadí sticamen te (p>O .05). 

4.3.1.2 Linfoprolifcración in vitro: 

los Al inicio del experimento, todos animales 

ensayo de lin foprol i feración in vitro crn·:.:2.á). en 

.negativo.s 

presencia 

al 

de 

extractos de la cepa Méx-1 7 de A. margi;,díe ·~ a'R.. no 'infectados. Al 

igual que la respuesta humoral, la i:esp;ues\a;~l-~;~s,a)<~,(d~'.;LJ> ~-tÍlpezó a 

ser detectada a partir de la semaná siguiéilté':áit'ii.•;i'~rcéi-}:¡·[,';huriizai:ión 
-- '.- ,- · . ·::... ;·-; ·. . -·· ··-. ·.:.' :: <+. -. _·::::;:·:::<};.:;:.·-'\:--'.~;~:-·;:--_;'":~:~;; A:_;<:S·T':·;:r(:,,;_-~~?;;:;;:;~{f:.1;-,,~·'.\?~ .. --.-'. ~·~-~'·/· .+..;,:.".:.~··:_: t:- -_-: ·-e_.·, -

y se rnantuvo durante .. las···, siguiente·s::¿:cinccio:''semanas.·\Fhasta .... 'que · se 
• ~ . . . .:,:".-· . "-, .. -- _,._ . '·' · .- ·: ;, ~--'. _. ~ -. :. :<-.--:·:,:':".(:i-::'.'.,-:,.'.:;_:;,;; .. ·.',:·;I~~;:;· "~-~'.:·''-~~,~;.''.''">~·:<::·/~:<.;.:,~.Y?·'..:· ~~-"Tf-f::::::::-~-~P?~\-: }~'.{~_,<(;~, · _.;,_: ·; ._· · ;_ 

su sp end1.o • te mp o~alme ~te, el '°"ns ~yo(;d~;,J.:;P,: J:> ~r~~te,c ".s te'"' pe :1 o.d <:>.·· I~s 

{p>o.osr 

.·~i;irks ~ 8: ~e 

7. O para·. la S·: p ri m era.s .. :tres':·é:'e p.'ás /y.';·u n 'ü Eé::d e :.':4':4.,7:·· p a'ra'n a:·;,.c epa 'Me x .,-3 J 

( G rá fi c:~.-·3,'i.'·~~~~;l:~~~¡;~,.~·~iT·"}.,~iÍ[{.H~~~~I~'.f;~:~·~:i~~;~~t:~J1;~,~.?i:~;I~~81?;~:,pt,~-~¡ <!·~o n :.ª 
un val<;>r:negativ:o '(:<Z,:~)}en;;l<:>sydos:¡(~s.tig.os:i•'A_"liensayá;-•:¡a;;respuesta 

:: e L1:5~~;~Jf .. i~::itr~~·}~tfa:~:··3Y:'~~i~j~§ffü~::;j:~·~:~:~:~~:e; 7:: ::~ 
no mostrados). En es~~ periodc;;~ :l~{'do•s testigo~ (No. 2612 y No. 
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2608). inoculados con placebo del adyuvante saponina o del IMS 

fueron negativos a ambos ensayos LP y ELISA' (Gráficas l y 2). En la 

Fi g.·. 6~· '. s 6.··m;,e~tra 'en= f()rRia-~ie~~es·eniat iv'a;:~~-a~'p\a'c_é(,tj:lc'-ensayo' de 

EL 1 s A P~~a:: :i>:.:~-1 i fe¡.;,:;, ion;•c:ci 1li iaJ:.:· ~n da\~clii.1+.;·1 b'ó_vi n'ck'i nm.:.n iúdo 

·~~fíJ:~:~:K~J~~I~~:·· ..... 
ue·~tas(:=tete:ctab 1 e 

.':;~: ·: 

la· tercerá·.:1nmun1zac1on:};por;e:.cónd ic 1one·s •'.'i ne vi tab les)?•••:'Aú n·:ccUando·. 1 a 
' - - - » 1( '.'~:,-;--·~ '"·'r:_,,. ~" ·..:<:t:Y,> ~ '-.:' . <""·.:' ... :·,_ :•t;_Y> -.• ·,. ::~; ., ·-,~,-~-'."·:tY:::{_L;i; __ i.:_:·::2.::1:~:s.:.;.-:<>~~;:;.-c~~,:s1,~r.:,;~fr:;~;~¡:;:(~'H·~'.-',:~:-:~': '.{~_- . . 

respuesta' de ~LP. '7ºn.tra, ··Io~'-extract()~ 1 de.-lás''dos.·: c'epás~''.Méx-17._(cepa 

7~:,u~~tif l~f ~~IJ1~111!~ii~¡~f t~li~tll~i~f t:~::;; 
grupo_ sap_()n' na cd_e_~!>°'Y•'.!1.ºSf•n ?1:un. •,z.".do,s)fu e_ron¡;co~P,arat1yam eI1 te; mas 

la 

del 

que para•;1á:'·semana _1E: hábía·n·.C:aído'J;6¡. 
valor 2.o·x:·.·· .... :-:-.·•::-;,X;·> ·.•,•.• '•""'-"::'.~.: ... , .. ::·····~~''-;;',:·;;:: 

·.,'.' _·,.·. >,·' : · ... ·,······ ···1·-

Tres sema;,a's\;despu-és del -desafío; cuatr~ ~e '~a'-~·<seísbovinos 
inmunizad.;¡/ci~:;c:>s ·•C!os,gr..;p~s •cso~inC.s ~ó'. -24 lii'/2413~· 24 i 9 y 2420) 

desarrollaron una:. rick~ttséniÍa que 'era. es~~"cfrs~i~ai'tlente menor 

(p<0.05) que la que desarrollaron los testigos ,·('c\i'a.dro:ÍI. lll y IV; 

TESlSi CON 
i:; 
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Gráfica 9). Sin embargo, una de los animales inm.unizados (No. 2624, 

grupo IMS), desarrolló una rickeúsernia máxima de 1 7 ;6%· con. un 

vcA-ni1n imC>º·éfo··8 %~·a:11 fcs."Cle .rnafi'f'cC:il.¡¡drocI!~ º! y;1yf .(¿ 'segünda 

vaquilla ·:(No:~'41~?}.~~A .·•·t~~::~},;~~J.~.Ú?)\n.~~~lt,~~,~~c;•5·~< ~·s·t~b .... :~'g:~stan.te y 

parió a un becerro alrededor ,del)'día· en ,que se·:·presentó"eL.pico:de la 

(No.2413} 

_ '"t• Jf r ,_ ';_ _<(:'•/., ~ , 

2 608 múrió••a'';.pes . .. el'hab.~r .sidortrat~~.o,cone<oxi t~tfac fol ina/m i en tras 

~~i~ii~~lt~il!~~¡~~!:f ~~~f lf l~~i~l~~~I1t-:,r~: 
G ra ft ca; 9); .·e 1; peri odoyde; prei;a~e~~' lf.~' de,'·los<1do s; gr:u p osri nmu n izad os 

animal~~· no 

de 
pos-

22 y 

30 respe:cti~anie~te en el testigo IMS. 

Como se muestra en el Cuadro IV, el porcentaje de la•disminución del 

VCA en los diferentes grupos de bovinos fue: 62.2±18.3 (grupo 

... _,_. -.-¡ 

,;".i \ 
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saponina), 71±5.8 (grupo IMS) en comparación con los dos testigos: 

83.3% (Bovino No. 2612) y 77.1% en el caso del bovino No . .-2608. 

Con si de~ando. todos -- los bovinos in1nu;,'izad~~; ~~F :,.-nini-31~ No. -2420 
-

mostró 'la menor dismint.Íció'n -de VCA -de ··_46'.6%;···n1-ientras".que. el 

::;~ n:/;; -~~at:: :oe::a;:e e\N :~v~:: 7~ ;:;s;~t~~i~~~~~,~{j;f.¡~t·:::::: 
VCA de 77. 7% (Cuadro IV). 

14 proteínas observadas caen en el 

mostraron un perfil muy pa.recido-.en 

para proteínas IgG 1 y lgG2 

específicas de 19, 28, 33, 37;.'.so/ 

las cepa~ Méx:'I 7 

bovin.;_,c:¡~-.;/~J~·1:;:-¿\:ü\-:t3' 
reco no'~-·¡··~.?·: .~_o·_n~~:::·. rn fll i rñ'.-~·, 
especÍ fid~d éd:~:'IgG2 .··¡,:-'.;~-•. 
IgG 1 (~Í~S 14); En 

dimensión.es (Fig·. l_(lf.i 

14 

d.;,· 

por· 

los 

recono.;idás por súero · cle:· llll.: ªll.im~l;.1~~urdzacloé•y1proteg1do (No. 

~:2 ~~s:i1~~:i:t~}s~~~i~~~~=~~1jf~:;!di{ffiFi;'~~¿~~~'~-~~r~i~~i}::· :::i:>~ 
inmuní~ad~·-·(Nci:2624j é;;n índices mí;.·¡~ci-~'.:de protección mostraron 

carencia .rel~tiva de la respuesta de .IgG2 al inmunoblot (Figura 14) 

pero una resp,uesta inmunodominate de lgG 1. 
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4.3.3 lnmunoblot para las MSP: 

El uso de anticuerpos específicos en inmunoblots lineales 'C:on·firmó,la 

presencia de las proteínas: MSP-1 a, MSP-2 y 
0

MSP'-'5 c'n la ce'pa',Méx-

1 7 con PM de 75, 37 y 19 kDa re~p.;citi~-,.:lllc;,fite · (Fig. 11). El 

anticuerpo monoclonal específico para rvisP..'1b'•:'éo.~fi~rtÍÓ·~~esencia de 

esta proteína en todas de la~ tre~ c~p;.s·ó;~t·i.-~íi'~";j·;s.;'1n~.;;¿;a~t-;.,~e;;~e 

~~:.:~Jilif ~t~~~~~j~~~~~J~)~~~{{~t~~!~~f t~~~~~~~l~t~~ 
7 5kDa sea; la MSp-,3!(füg: • 14).al.úicjué 'todavfa'rio: esta 'é'o.nfirmada con 

anticuerpos específicos. 



Gráfica 1: Cinética de lgG en bovinos experimentales durante el 

periodo posinmunización: 

E 
e: 

Lt"> 
c:> .... 
<t:I 
o 
o 

2 

1.5 

-vac/Sap 
-vacnMs 
~control/Sap 

-e- ControUI MS 

0.5 -------------------------------------------------------------

+ 
o 

o 5 10 

Semanas pos-inmunizacion 

15 
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LEYENDA: Dos grupos inmunizados: i) Vac/Sap: inmunizado con 
inmunógeno de A. nlargina/e (Méx-1 7) en el adyuvante saponina ii) 
Vac/JMS: inmunizado con inmunógeno en el adyuvante JMS J 3 J 3. iii) 
Conlrol/saponina: El res ligo que recibió un placebo de saponina y i V) 
Conlrol/JMS: el o/ro testigo que recibió un placebo de JMS 13 l 3. Los 
tres bovinos de cada uno_ de los dos grupos inmunizados recibieron 
vía subcutánea_ lOOµg: de proteína de A. margina/e (Méx-17) en el 
adyuvantecorrespondienre·a los- días-O. 21 y 93 ·(flechas) mientras 
que uno de los lestÍgós_ recibió el placebo de 6mg de saponina en 2m/ 
de solución- sa/_ina _ dé Puck. pH 7 .. 4 y el otro de J mi del adyuvante 
JMS. - - -

-, 
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Gráfica 2: Cinética de la respuesta celular de PBMC en bovinos 

experimentales durante el periodo posinrnunización: 

10 

8 

6 

4 

2 

o 
o 

-e-vac/Sap 
-...vacnMs 
_..,_ Control/Sap 

--controlnMS 

-----------~----------------------------

5 10 

Semanas pos-lnmunlzaclon 

15 

LEYENDA: Dos grupos inmunizados: i) Vac/Sap: inmunizado con 
inrnunógeno de A. margina/e (Méx-1 7) en el adyuvante saponina ii) 
Vac/IMS: inmunizado con inmunógeno en el adyuvante IMS-1313. iii) 
Control/saponina: El testigo que recibió un placebo de sáponina y i V) 
Control/IMS: el otro testigo que recibió un placebo_ de 1MS I 313: Los 
tres bovinos de cada uno de los dos grupos inmunizados: recibieron 
vía subcutánea IOOµg de-proteína de A. márginale (Mé:i-17): en _el· 
adyuvante correspondiente_ a--/os días O, 21_-y 93 (flechas) mientrás 
que uno de los testigos recibió el placebo de 6rng de-.saponiná.en 2rnl 
de solución salina de Puck pH 7. 4 y el otro de I mi del adyuvánte 
JA~S. . 
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Figura 6: Proliferación celular de yn bovino inmugizado y up testigo 

una semana después de la tercera inmunización: 

Blank 

Con.A 2.5,og 

ConA5,.g 

Con.A 10,.g 

Blenk 

M-17; 2.5~g 

M-17; 5,.g 

M-17; 10µg 

GRn2.5¡..g 

GRn5µg 

GRn 10,.g 

LEYENDA: El ensayo de linfoproliferación in vitro después de 
cultivar linfocitos de sangre périferica a 3 7°C y COz a $% en 
presencia del inmunógeno de A. margina/e (Méx-17). y como 
controles antigeno de GR bovinos sanos y el mitógeno Con-A a 
concentraciones diferentes. 

--~ 
t 
! 
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Gr6fle• 3: Ípdjce1 de e1tjmulacj6p de PBMC prgyenjeptea de yp 

bovino inmugizado con M~x-17 y cultivados in vitro en presencia de 

extractos de cuatro cepas mexjcagas de .di. mqrglnalc. 

B 
•Mex-17 
c:JMex-15 
•Mex-30 ----------, , •Mex-31 

~ 6 
SGRn :2 

::;¡ 
-;; ------·---------------, 

·! , , 
4 

~ 

j , ----------------------, , 
2 

o 
o 2.5 5 

Coace-.ción del antlpno (l&&lml) 

LEYENDA: Los IE representan lo respuesto de linfopro/iferoción del 
bovino inmunizado No. 2417 cuatro semanas después de lo tercero 
inmunización. 
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Grllflca 4: fpdjcea de eatjmulacjóp de PBMC prgyegjeptu de yg 
bovino inmunizado y cyltiyadps en pre•encia de extractgs de I•• cepa• 
M6x- l 7 y M6x-3 1 de .d. mqrgi11qlc 1 7 semagu pot inmygjzacjón 

10 

:B 8 

Ji --,j 6 

a ---8 4 

j 
2 

o 
o 0.156 0.313 0.625 1.25 2.5 5 

LEYENDA: Las IE representan la respuesta del bovino No, 2420 
Inmunizado cuatro semanas después de la tercera inmunizaci6n. 

' ' 'I 
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Gráfica 5: IE de un boyigp telti&o en 10 1 peripdo1 pre-jgmunjzacjóg y 

pos-inmunización: 

A ---------------------------------1""=-'~-' 
• 
5 

10 

.. ~·'17 

~ ---------------------------------
B 5 

4 

3 

2 

LEYENDA: Indices de estimulaclón en PBMC provenientes del testigo 
No. 2612 y cultivados en presencia de extractos de la cepa Méx-17 de 
A. margina/e (Méx-17) y de pro te/na de GR no infectados (GRn) a dos 
concetraciones diferentes, en los periodos: pre-Inmunización A) y 
periodo pos-inmunización B). 
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Grtflsa ti: JE de yp boyino igmunjzadg eg el perjodp pre­

igmunización y uga semapa después de la tercera jnmunización; 

Bovino No. 2420 (úununizado/gnipo -ponina) 

A 

LEYENDA: Índices de estimMlación en PBMC provenientes del bovino 
inmMnizado No. 2420 y cultivados en presencia de extractos de la 
cepa Méx-1 7 de A. margina/e (Mé::x:-17) y de protelna de GR no 
infectados (GRn) a dos concetraclones diferentes. en los periodos: 
pre-intnunización A) y periodo pos-inmunización B). 
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Cuadro 11 : Datos cl!nico1 de 101 bovinos del Mrupo nponina durante el periodo del denrlo: 

r-:::i¡ 
1 ¡::¿¡¡ 
L , CJ 
¡!";:· ;..._.¡ 
:,,-. ~~ 
,1) ....... 
. c_·J 
¡~_,: r.~,:t 

. ' ; .. :::i 
' 
¡ 

0111 poade11!10 o 2 6 9 13 18 18 20 22 24 26 28 30 32 34 38 38 40 42 44 48 i 
:·-: <~ 
- ~::t 

;;J 
VCA(o/o) 38 22 23 23 22 16 21 19 16 18 20 19 20 22 21 20 20 20 20 22 25 

RT 38.7 39.7 39 39.8 39.239.2 38.9 39 38.9 39 39.2 39.5 39.3 39.439.7 38.9 38.9 38.9 38.839.138.8 
2411 PEI (%) O o o o o o o o o 0.9 2.4 o o 0.9 2 o o o o o 

VCA(%) 30 22 25 30 30 23 25 23 25 22 27 19 20 21 20 18 20 16 19 24 20 

RT 39.139.839.839.43&.838.8 39 39 38 39.139.539.539.3 39 39.238.738.738.6 39 39.8 39 
2420 PEI (%) O o o o o o o o o 1.6 o 2.3 1.6 2 o o o o o o o 

VCA(%) 34 28 25 27 30 25 27 26 25 20 20 10 6 8 

RT 39 40.3 40 40.2 39.8 39.4 39.3 39.5 40 40.440.2 39.9 39.5 
2417 PEI (%) O o o o o o o o 1.1 7.5 5.6 8.1 4.5 

VCA(%) 34 24 24 26.727.321.324.322.7 22 20 22.3 16 15.3 17 20.5 19 20 18 20 23 23 

RT 38.9 39.9 39.5 39.8 39.3 39.139.1 39.2 39 39.5 39.8 3U 39.4 39.2 39.5 38.8 38.8 38.8 
M1dlo1 de grupo PEI (%) O o o o o o o o 0.4 3.3 2. 7 3.5 2 1 1 o o o o o 

VCA(%) 30 27 32 34 36 24 21 25 25 19 9 7 6 6 13 16 18 16 24 25 

~T 38.940.139.539.8 39 39.338.539.240.6 39 41.341.639.739.539.839.539.739.1 39 39.1 39 
2812 (Tes11go) PEI (%) O o o o o o o 1 7 17 30.4 23.3 5.2 o o o o o o o o 

l..uW1;. VCA(%) " Volumen celular a1tomerado uprmdo en porcen1aje 
RT • Temperatura reclll en 1rado1 centlandos 
PE! (%) • Porcentaje de eritrocitos infectados 

-""• i-:i:.1 
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Cuadro lll: Dato& cllnicos para 101 bovinos durante el periodo del dmrio (Grupo IMS 1313): 

0111 poadeaaflo o 2 6 9 13 18 18 20 22 24 26 28 30 32 34 38 38 40 42 44 48 

VCA(%) 34 26 27 28 26 21 23 21 19 16 11 14 19 19 20 19 22 20 20 22 29 
RT 38.7 39.8 39 39.4 39.6 39.2 39.6 39.8 40.5 40.3 40 39.5 39.3 39.2 39.9 39.138.438.838.8 39.2 39 

2413 PEI (%) o o o o o o 1 3 4.1 1.8 1.6 0.9 1.7 o o o o o o 

VCA(%) 31 34 34 28 27 25 29 32 23 22 19 16 16 18 ,16 12 15 18 20 21 23 

RT 38 38.9 39.2 39.3 39.2 39.3 38.9 39 39.7 39.3 39.2 40.4 39.3 39.8 39.9 40.2 39.6 39.6 39.2 39.8 39.2 
2419 PEI (%) o o o o o o o o o 0.9 1 4.3 4.5 2.9 2.8 1 o o o o 

VCA(%) 36 28 29 30 33 25 29 30 27 21 22 20 14 8 9 10 
~T 39.5 39.8 39.8 39.2 39.2 39.3 39.3 39.7 39.5 39 40.5 40.5 39.5 39.e 

2824 PEI (%) o o o o o o o o o 1.1 2.3 6 17.6 7 5.5 4.3 

VCA(%) 33.7 29.3 30 28.7 29.5 23.7 27 27.7 23 19.717.316.716.3 15 15 13.718.5 19 20 22 26 

RT 38.4 39.4 39.3 39.4 39.3 39.2 39.3 39.4 40 39.7 39.440.139. 7 39.5 39.5 39.7 39 39.2 
Medio• de grupo PEI (%) o o o o o o 0.3 1 1.4 1.3 1.7 4 7.7 5 3.6 2.4 0.3 o o o o 

VCA (%) 35 35 31 36 35 29 33 20 20 10 16 12 8 
RT 38.5 39.4 39.2 39.2 39 39.3 38.3 41.5 39 38.8 39.441.639.9 

2808 ITHligo) PEI (%) o o o o o o 1 10 12.6 5.5 10 4.5 5.1 

l&m.U;. VCA(%) =Volumen celular a1lommdo nprmdo en porcentaje 
RT • Temperatura rectal en grados centl1rados 
PEI (%) " Porcentaje de eritrocitos infectados 

·-::: 
:·~ 

J 
l 

' ) . 
~ ! 
•.¡ ·:¡ 
;¡ 

.-i¡' ., 
·l _, 
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Cuadro IV: Datos clínicos de los bovinos experimentales durante el 

periodo pos-desafío: 

No de 
animal 

Max_. -_-Periodo de 
PE I~; e pre~ateric i ab 

VCA 
inicialc 

VCA 
mínimod 

% de 
reducción 
del VCAª 

Bovinos>in munizados' con A.margina/e + saponina 
2411 
24.17• 
2420 

2413 
2419 
2624. 

'{_e·.' 

a·ovin'o5 inm'ün.izados con 

22·± 3;5· 

Xs•·•· 

38 
34 
30 

16 
6 

16 

34 ± 4 12.7 ± 
5.8 

36 6 

A.margina/e + 
34 11 
34 11 
36 8 

34.7 ± 
1-.2_ -

' ,_35_ 8-

IMS 

57.8 
82.3 
46.6 

62.2 ± 
18.3 

83.3 

67.6 
67;6 
77.7 
''• 

71 ±5.8 

.77.1 

LEY.Ej.,J;~}':_. ,,• '., \,//> ..•. _.·- -·-
ª Porcenlaf,; m'Jximo de 'e",.if~":JC:Íio--;, infectados. la· 

!nf'J,~~~~'d:xp::i;i.':~ª;;~::~1:s'!(!,<;,;;~d~ como. e1.':;·,/j;j~J;;;: .. -/:/e;de la 
inoculaé_ión con la éepa · heteró/oga haúa el :~m~"?in1_to <el}·; •_que se 
detectó Una_ rickettsemia'-por microscopía. •·f'''"''-'C·i'.:C,---- -- --- ' -

e VCA se obtuvo promediando los dos valores regi~t)-'af/1~~~;¡;;1 -¡,;¡~i~ del 
experimento . . . -~ i .. _ , __ :.·;·_.;·:~::--'.(.:: 
" Valor de VCA más bajo observado posterior al de"s'afío;,r:• :,_·_ , 
e La reducción en el VCA se determinó .promediando·,Ji/st¡irÍmeros dos 
valores de VCA al inicio del experimento de cada· bovÍná;y··:tomando el 
valor de VCA más bajo observado después de 1a jnocíi/ac.ión c·on la 
cepa de desafío. 
• Este bovino dio luz a un becerro al tiempo del desafío y murió a 
pesar de ser tratado. 
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Gráfica 7: Medias de valores de Volumen Celular Aglomerado de dos 
grupos de bovinos experimentales inmunizados con e] inmunógeno de 
A. margina/e CMéx-17) y dos testigos durante el periodo pos-desafío: 

20 

10 

o 
o 

-.vac/Sap 
--vacnMs 
...,_ Control/SAp 
~ Control/IMS 

5 10 15 20 25 30 35 40 45 

Días pos-desafio 

LEYENDA: Los tres bovinos de cada uno de los dos grupos 
inmu11izados recibieron vía subcutánea JOOµg de proteína de A. 
margina/e. (Méx~J 7) suspendida en 2ml del adyuvante correspondiente 
a /os días 0,·.·2/ y. 93 ·mientras que U/10 de /os testigos recibió Un 
placebo,-,:·de;i:6mg.Jde ~-saponina en 2m/ de PBS y el otro 2ml del 
adyuvaiire'·'(JMS.0j;-,:1:;,,ó's:_.··grupos inmunizados; i) inmunógeno en el 
adyuvanre:sapól1Jna·(Vac/Sap). ii) inmunógeno en el adyuvante lMS 
(Vac/JMS). y· los <tiistigÓs: uno recibió un placebo .de .saponina 
(Control/Sáp) y el :orro Un.placebo de JMS (Conrroll/MS). 



Gráfica 8: Temperaturas rectales de animales experimentales. 
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41 
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--vacnMs 
.-.vac/Sap 
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Días pos-desafío 
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45 

LEYENDA: Los tres bovinos de cada uno de /os dos grupos 
inmunizados recibieron vía subcutánea IOOµg de proteína de A 
.margina/e (Méx-I 7) en el adyuvante correspondiente a los días O, 21 
y 93 mientras que uno de los testigos recibió el placebo de 6mg de 
saponina en 2ml de PBS y el otro 2ml del adyuvante IMS 1313. Dos 
grupos inrnunizados,: i) inmunizado con in1nunógeno en el adyuvante 
saponina (Vac/Sap),ii) inmunizado con inmunógeno en el adyuvante 
IMS (Vac/IMS) y los testigos: uno recibió un placebo de saponina 
(Control/Sap) y el ·otro un P.lacebo de IMS (Control/IMS). 

' ¡ 
¡ 



Gráfica 9: Rickettsemias en animales experimetales al desafio: 

35 

30 

25 

¡¡¡ 20 
Q.. 

15 

10 

5 

o 
o 

-9-Vac/Sap 
-vacnMs 
_.,_Control/Sap 
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LEYENDA: Los tres bovinos de cada uno de los dos grupos 
inmunizados recibieron vía subcutánea / OOµg de proteina. de A. 
margina/e (Méx-17) en el adyuvante correspondiente a los días O, 21 
y 93 mientras ·que .. uno de los testigos recibió el placebo de 6mg de 
saponina en .2m!_de Í'BS y el otro 2m/ del adyuvante lMS 1313. Dos 
grupos inmunizado.s.>.iX-,inmunizado con inmunágeno en el adyuvante 
saponina (Vac/Sáp);Ú) ·inmunizado con inmunágeno en el adyuvante 
JMS (Vac/IMS) .·y .[os· iestigos: uno recibió un placebo de saponina 
(Control/Sap;.y el otro un placebo de JMS (Control/JMS). 
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Cuadro V· Índices de estimulación de linfoproliferación in vitro 

contra las cepas Méx-17 y la de Méx-30 en los bovinos inmunizados y 

testigos (periodo pos-desafío): 

Semanas posdesafío 
2 3 4 5 7 

Grupo M- M- M- M- M- M- M- M- M- M-
Saponina 17 30 17 30 17 30 17 30 17 30 

2411 2.7 3.3 1.6 1.3 1.3 1 .2 1 .3 1.2 1.2 
2417 5.1 5.1 3.6 1.5 5.3 2.1 
2420 7.2 7.4 2.3 o.a 1.9 1.5 2.3 1.4 
2612 

(control) 3.7 5.5 2.2 1.3 1.4 2.4 1 :2 1. 1 1.1 

Grupo IMS 
2413 1 .5. 1 .9·. ·.·. 4.5 3 3.3 3.1 2, 1 1.6 1 .3 1.3 
2419 ·3.6;. 3;5:·.: ; .. ,;·3 ,3_.7 3.3 'L3. .1 .8 L2 1.4 1.2 
2624 1 .8 J .4 ·> ·,.;:· 4 .. .·.; 3 2.6 · 1 c.1 
2608· 

(control)' .0,9 1 1.7 

''·'' . ~;. :-- . : ·. 

LEYENDA.' Índices de' 'esti~ul'ación de linfoproliferación in vitro de 
PBMC de bovinos inmu.nizadó.s: con inmunógeno de A. marginal'e {Méx-
1 7) y testigos desafiados,con 'la· cepa· A. margina/e {Méx-30). 
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Flgyra 7; Pérfil de proteínas en tres cepas mexjcanas de A. mqrginqle 

en un gel de poliacrilamida teilido por Azul de Coomassie-R2SO: 

lcDa 

2SO­

ISO-

1.00-

75-

so-

37-

:zs ... 

:zo ... 

1.5-

LEYENDA: Las proteínas de las tres cepas estudiadas de A. 
margina/e fueron separadas en un gel de separación de 
poliacrilamida al 10% y teñido con Azul de Coomassie. Carril M-15 
(proteína de la cepa Méx-15), carril M-17 (proteina de la cepa Méx-
1 7), carril M-30 (proteína de la cepa Méx-30) carril GRn (proteína 
de glóbulos rojos no infectados) y carril MPM (Marcadores de pesos 
molecular; Bio-Rad). 

' i y.~ 
t:.;._~:..·_ 
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Figura 8: Pérf'il de antigenos IgG-especff'icos en las tres cepas 
mexicanas de A. margina/e: 

lcDa · 
~ ... ; 
150 -. 
100 ..; 

'75 -· 

so-

37-; 

25 ... ; 

' 20-: 

15 

M-15 M-17 M-30 GRa 

LEYENDA: Las proteínas de las tres cepas estudiadas de A. 
margina/e fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 12.5% y 
transferidas a una membrana PVDF y después ensayadas por 
inmunoiblot con suero posdesafío del bovino No. 2420. Carril M-15 
(prole/na de la cepa Méx-1 5). carril M-17 (prole/na de la cepa Méx-
1 7). carril M-30 proteína de la cepa (Méx-30) carril GRn (glóbulos 
rojos no infectados) y carril MPM (Marcadores de pesos molecular; 
Bio-Rad) . 
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Figura 9; Pérfil de antígenos IgG2-especificos reconocjdos por en las 
tres cepas mexicanas de A. margina/e. 

MPM M-:15 M-J.1 -- CRa 
kD• ..,. 

2!50 
' 

150 1 
100 -100 -· J.. ... 

'15 - ._. ... 75 - :~ '" <• 
50 "'º 

1 

37 -· ~ '- :n ~,....,.._.,:,.:~- 1 
!.- JS. 
1 .. 31 ¡ __ 

:?8 
1 

25 ... ¡ 
1 
1 

20 -; - -
J5 -, 

LEYENDA: Las proteínas de las tres cepas estudiadas de A. 
margina/e fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 12.5% y 
transferidas a una membrana P YDF y después ensayadas para 
antígenos IgG2 específicos por inmunoblot con suero posdesafío del 
bovino No. 2420. Carril M-15 (proteina de la cepa Méx-15), carril M-
17 (proteína de la cepa Méx-17), carril M-30 (proteína de la cepa 
Méx-30) carril GRn (glóbulos rojos no infectados) y carril MPM 
(Marcadores de pesos molecular; Bio-Rad). 

¡-···-.,: ·--··- . . ; 

1 
:'! ..... ~. "" • 

~-.;.~;._i_.'-:-
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Figura l O: Dicotomia de antígenos JgG l e IgG2 especff'icos en la cepa 
Méx-17: 

A PM 
kDa 

B 
IÍIO NPM 

PM 

1.10 
2W -
1.24 

J.ml ... 
75 - .. 
56 

!111 
411.1 

:111 
~~,~ 

:n - ,,.._. 
29.• 

29 
20-' 

1 2 3 ' 5 ~ 7 8' 1.0l1U 1.3 

~~ ~~ 
Bovino Bovino Bovino Bovino 
No. 2612 No. 2420 No. 2612 No. 2420 

LEYENDA: Inmunoblot para antígenos IgG/ (A) e IgG2 (B) 
especificas en la cepa Méx-17 de A. margina/e. Extracto de la cepa 
Mex-17 se corrio en un gel preparativo de 10% de monómero. Los 
carriles l y 7, 2 y 8 y, 3 y 9 se probaron con los sueros 
preinmunización, posinmunización y posdesafío respectivamente del 
animal testigo 2612 mientras que los carriles 4 y JO, 5 y 11 y 6 y 12 
con sueros de las mismas fechas del animal vacunado 2420. El carril 
1 3en panel B se probó contra suero del animal 2420 para IgG 's, 
n1ientras que el carril MPM representa n1arcadores de peso molecular 
(Bio-Rad). 
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Figura 11: lgmugoblot para las MSP eg la cepa1 eatudjadas de ;f, 

mqrglnqle: 

- :2 3 4 5 11 - 7 • SI 10 11 ll 

kC• 

150 
11111 .... } MSP-1b 

100 
... 

.... (84kDw' 

75 .. MSP-1"75 --.. ............ 100kDa) 
!SkDa) 

l!IISP·1a 

50 (7SkDa) 

NSP-2 
50 

i!t7 {37kl>a) 

37 ~ 

Y1 

25 ~ 
MSP-5 

15 
2CI (19k0n) -- :io ..... .... .. 

LEYENDA: Blet e: Extracto de la cepa Mé:x-17 se corrió como se 
describe en la sección de Materiales y Métodos. Carril J, perfil de 
antigenos reconocidos por JgG •s en suero total de bovino positivo a 
Anapla!lma mientras, lo!I carriles 2. 3. 4 y 5 respectivamente fueron 
probados con anlicuerpo!I e.speciflcos para lat1: MSP-la (Ana22BJ), 
MSP-2 (t1uero murino et1pecifco polic/ona/ anti-MSP-2/3) y MSP-5 
(AnaFJ6CI) y anticuerpo po/ic/onal especifico TryplEI (antl­
Trypanasoma brucei) como control negativo. El carril MPM 
representa marcadores de peso molecular de amplio rango (Precision 
Marlcers Dual color: Blo-Rod). Blqt 6: Los carriles 7. 8 y 9 t1on 
respectivamente antígenos de Mé:x-15. .Mé:x-17 y Mé:x-30 y fueron 
probados con anticuerpo monoclonal AFOR2.2FI speciflco para la 
terminal C de MSP-lu. y los currile!I 9, JO y 11 son respectivamente 
antígenos de Mé:x-15. Mé:x-17 y Mé:x-30 probados con anti.suero de 
conejo speclfico para MSP-Jb. 

" ' - :t-,T 1 
. ~f,i.\1 ! 
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Figura 12: Antfgenos específicos reconocidos por lgG2 en la cepa 

Méx-1s: 

124 -

80 

49.1 -
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28.9-

20.6 - 2•20: 
1nma.al:Z'adol 
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B4 
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37 

LEYENDA.: Extracto de la cepa Méx 15 se separó en gel de 
poliacrilamida al 10% de acuerdo a lo descrito en Materiales y 
métodos. Carriles I (pre-inmunización) y 2 (pos-inmunización) se 
probaron para IgG2 con con suero de un testigo mientras las de 3 
(pre-inmunización) y 4 (pos-inmunización) con suero de un bovino 
inmunizado. Carril 5, perfil de antígenos IgG específicos en un 
Western blot normal y MPM representan marcadores de PM (Bio­
Rad}. 
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Figura 13: Antígenos especificas reconocjdos por IgG 1 e JgG2 en la 

cepa Méx-30: 

MPM 1 2 3 4 5 6 ----------- . 
Id>• <:: ~ ::> <: ~ ::> lrD• 2919-· -170 

l.59 - ' .. 150 

im+ --- ·- ~6 

75• :: ~ --- -74 

511 •' 
-56 

- S3 -50 -49 

31 • :-· -40 

' -' .. 37 

-33 
-31 

25 .., laliloi ~ia 27 

~·-·· -:15 

- 19 -IS 

--- --------- ---- . 

LE YEN DA: Extracto de la cepa Méx 15 se separó en gel de 
poliacrilamida al 12.5% de acuerdo a lo descrito en Materiales y 
1P1étodos: Las carriles 1. 2 y 3 fueron respectivamente. incubados con 
sueros preinmunización. posinmunización y posdesafío de un bovino 
in1P1unizado y protegido (No.2420) antes de probar para antigenos 
IgG2 especificos mientras que las carriles 4. 5 y 6 fueron 
respectivamente probadas con sueros prein1P1unización. 
posinmunizac1on y posdesafío del mismo bovino (No.2420) antes de 
probar para antígenos IgGJ específicos. La carril MPM representa 
marcadores de peso molecular de amplio espectro (Dual Color: Bio­
Rad). 

,----·---

t Eb ·¡ .;_~! . 
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Figura 14: Reconocimiento djferencial de 
?specf!"icos en la cepa Méx-30 por sueros 
tnmunazados: 

antígenos IgG 1 
inmunes de dos 

e IgG2 
bovinos 
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LEYENDA: Pan~I A. La membrana con protefna de la cepa Méx-30 fue 
probada para antígenos IgGJ e IgG2 específicos con suero de un 
bovino inmunizado y protegido (No.2411). Panel B: la membrana fue 
probada con suero de otro bovino inmunizado y no protegido 
(No.2624). Los carriles J y 4, 2 y 5 y 3 y 6 fueron probados con 
sueros pre-, pos-inmunización y pos-desafio respectivamente contra 
.lgG.I e .lgG2. Carriles 7 y JO, 8 y l J y. 9 y 12 con las mismas fechas 
de sueros del animal 2624 también contra TgG I e TgG2. El carril 
MPM representa marcadores de PM (Bio-Rad). 

• ---, 

·--~_} 
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Figura 15: Separacjón de proteínas en dos djmesjones en gel de 

CMéx-17>: 

LEYENDA: Las proteínas de la cepa Méx-17 se separaron en un 
gradiente de pH de 3 u JO en Ju primera dimensión y un gel de 10% 
de policarilamida en la segunda dimensión. Las proteínas señaladas 
en verde corresponden a las MSP ya documentados mientra.v que las 
que estan señaladas en umarrillu son antígenos novedosos nunca 
antes reportadas por su posible propiedades inmunoprotectores. 



Flgyra 16: Enfogye isoeléctrjco de antígenos de 

A. murginule CMéx-17): 
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LEYENDA: Se fraccionó la mezcla de proteínas de la cepa Méx-17 de 
A. margina/e. por enfoque isoeléctrico y se llevó a acabo la 
separación en la segunda dimensión. Después de hacer la 
e/ectrotransferenciu. se probaron las membranas una pura antígenos 
IgG específicos (Panel A) y la otra para antígenos IgG2 específicos 
(Panel B}. Las proteínas novedosas (Am28. Am33. Am37 y Am50} 
están marcadas en rojo. 

l~.--·-
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4.4 DISCUSIÓN V CONCLUSIONES: 



J38 

asociación de niveles de IgG2 y la protección de animales 

inmunizados por Jo que' se puede concJu-ir que el·adyuv~nte tiene un 

efecto en .1 as di ferenéi as de 0 nive J_esrcle prdt;,,cc i~~-Clet.!ctad~()~;;_'.;.i::itre Jos 

~i~f ~:i~:~j~~~~~~l:$}~1~i~li~í~li~i~J~~t~~~ 
más grande ci;,, bovinosfpref'e-riblementéicgénéticíüriérite;;¿hoirú)g-éneos ·;. 

:::::o::~::~b(iÍ~2~\i(~l~iijliJ~~iif ;,i'iti~~~~·~~~['~i'i~¡~i¡ ,· 0

• 

A 1 1 nmu n ()~ lot se; llC>tar()n·a l~~nas,d 1 ferenc.1asce11; el;,r.ec~ n oc 1rn1 e.11 to de 

1 0 ~ ~ nt í :-~-ri~~:~~:r~:~~,::·;~~-;~~! ~r~-~~1,~~~:i~-~[t1-'~~~~f ti:fr;Z~:i1f rn~~-~~7~~f~r~·~~·.f:.t-es 
an 1ma1 es . .- inm un1 za dos >pero en•,: todos';do·s;·;casos'!:de-:?-bovt nos:''proteg1 dos 

e ~::,"' ':·;'. (;•_'~·":":'·.:.'-;'.';_:'.,' -'.\: ··: -: .::·_;_'::,. :· / ,:,_ -,_--, _:'·:?>'; /'.·:.·_·.; ~-)~·~>~:i2r:.:.;~~ .. ::;i;rJ·.'.(;,~0-?»l~?;1:·.~:;.;;i:J:J;;;;,:::1.i;t:~-r~~::~;/,'á)f-.'·~·;5·:~ ;:.~~)=r:,J': !.~ .. :._' 

la seña 1 d~-1 g(]2<f'ue'acompaña~ac,porc!u_11·¡¡-~fresp~esta';'p0Si tiva'ce 1 u lar 

f ~~gtJ1~2:1~~~~f a~i~;ii~~~~~:~{{ l\~f~li~i~~~z: 
res pues ta;. celular expresada·" corno :_;,1ndt'c'ec:.d e.'~_est1mu.1a·c1on :,( 1E);-en::1 os 

::~º~ ·~~:.::~é::·:=n~::.1:¡~1:i"i'''~If J1t~~~~~i{~l~*\~1J;i:~ 
los testigos. ,La. respuesta,:,de.~lin op~-~lif'era~i'órípn;~vitro:i:'de,las:PBMC 

::::~=~~¡~~~~i~~~~títiíll~iiiitf il~~1áf :: 
l 1n f'o e 1 to,s';,de·:':'I a.:".s angre:,<.p_en_f'en ca';·';;:En-?:'el'f'pert odo·:;·pos des_a'f'1 o,;·': .c'om o· se 

11 u b i era ;;.;~\p~~;-i'~éi"f')il'a\i\:¡;:~-~'l'i~"~'~~:W(<l~:g_t;,rfiZ~'..t~-~~~~'~éf, 'd'i~¿;,~¡ É' ,íL~:-:~ n 1 ª 

;::º::];~~JJ~~~:~~~~51~J&J.~r;~rtr !!t:.~::.~:~:::::~~:\~~~~:~5~ 
diferenclas antigé~ic~s 'entré eJI;.~. aunque el perfil de antígenos en 

r--·----1:·~;;~ -,"" .... 
-.- ... - \ 



139 

Western blot no muestra dif"erencias aparentes y la clasificación a 

nivel genética por De la Fuente.· (200 I) las cóloca en la misma fribu 

genética.- ~os:pó~~s~ casos~en cua 1.eséh_ubo .una-·'mayor~re~puésta <!ori tra: 
el antígen~ heterólogo;•,,,;~c p;:.diera.déber' ~)~~\~~it;·~~:;{~oriser~ados 

~~·:::·t~,~~~~r~~~i~?ii~\i~l1i~:~1~:t%~~~~~~§~:::: 
pro te 1nas•,;;-·lgG:!'.;pos 1 t1vas-;\•mostro:.iss1_m1l1 tudes •;il mpres1onan_tes.1yya -- que 

:_~ , . ' --~; i" .. : ::': ,;·~_ J;;~;~~'(f:';~o:.;:::.:~;''.~;,t:~:.f:;i'-:~,?li~~~~;;-,~~~,~:q1~~;;,~"}r.~~,;/;~_~l;if~~,;~~¡1?~~-J.l.~-~~f1:~2r\,;~ .. '~~::{~~::·,}r'.~-t::'~t<f.·~,~~·:~t~Y:i;_\/f;>~·~:;,:-(~º -~.:-::··, -º-~- :_. · -.­
todas · las::;p rote 1nas~-reconoc1dasé~por\csu·eros}¡'.h1per1nmunes:c!-fueron · de 1 -

;. . ___ :.-·-_; : . ::. ~~ ~ -~~<. 74.::.:i(::~~;t.+'~:~-~1!1~!f-.~~~~:.:\~'{?':;~.~--\-,;?:'.·'.~'!Li.;~-:~.~'i."·~~~:,;~~~~-~]"';;,~~~ú:~·f,_~;;?á~i-~~7;~.,r/~~:':\~i.)1 !IJ~;_,~~¡·_;:,W!:,~¡,;:~,.~--~~r}.-~·~::.::~-': :· ~~ ... :'. ·. :~_,, 
m 1 s mo ·'perf.1I;;~ J n.t:mayor('.~ 1fe.r-(!nC1 as} ev 1de !' tesé{e?.Íif! U:P~;·J;:Sin;eJTI b~rgo, 

al 

52 por 

lo las 

Méx-

1 7 y M~~i3"i:i~ 

genes "'',·.,-.·.-.',. ·.;1 

perfil -~ 

d~ ue 

a lgunas~·d 1 feren-cias .p-eq u eñas:'percn'.Sl'gn1 f1 cat1.va ·{'"'~ :';:.\C_\;¡~;~~i;~~~:~-~ .. ~~--po r 

i~f:i~:'~ilf f llt(lill!ll!~;;::~~!iíi~t: 
1ncomp1 e ta·{ • .-d e;'.:s.ó.1 ci>'.60_%~::.e n;;.u n'• gru p cii,I d ,•_bciv i n·_o s•.;:i . un izad os.··c o n un 
• < ~ .... ; .· :..: ·'f..··' i: ·~ ·i '·'.::,:,-_::;, r-.~·. :.~~: ,_: '>!·(·,:. ~,~:.:··s;<~-::;·""·'·.,,.:~s_:.;e" ···~"7~::.1;: .:: ~;.·. :;:.~:~~?-;Y-:::-~ ... ¡.~~~~x,"~::;:·.:~;'.t,,('·::·'?'.~· ·.:~:{,::'!<;; :.\.::.~:i~:::~.'.i >~:: ::.:<. ·., ::-.-. . :-~ ·, 
1 n mu nógen? :·poi iyale1Vef preparad~¡a··rpartir•de;CI,cde:tl ~~:'cep;.sM ex~ 1 5. 

~é;9-)1.7.·~-n~t5~ª~;~·~!:¡¡y~·:~:~·f~ii1i!E~~:~~r~~&111~~%l~~éf :g·:·:; :t::~-~ 
protección hasta.'d~:.100% 'én;•el ~d6·grúpó éfue reéibió el mismo 

inmunógeno pero que f"ue -desafiado· .;c;n.- ·1a:· cepa Méx-17. Al 
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inmunoblot con sueros pos-inm~nización y pos-desafío contra 

extractos de la cepa _Méx,-17, el bov.ino No. -2624 mostró 

re con ocim ierito' por 1gG1 ·'pero'• una· car~ncla'd:_.;, 'Jg·a:Z-•(Fi'gura-i~~ )·~·_Éste 

::~"~:~~[~~i[&J~~~~t~~~~}~~~~J~j¡~¡!~~~jJ~~t~f ~~ºt~1:r=:: 
; :ev~jº~~-~~~t~~r!~~f~~1~~~r~~f}:~~~;~fu!~~~~~1~~-w~!~~t~~~~~~~~~;~¿i~·~: 
se basa·en-factores,-g·en'éticos 'deºalt'acherab·ilidád (Tit'zard/ 1996)' y ·es 

~~IlI{f f il!iilif tJllit;~;lf f lllf f it~il· 
~. +::· \'\r;'(.~·\.•>::~;i/{;~:::·> '.·"·"·..;::._-_:-,'."' ·i '.."-:~~~ '..<':, ~ .:.·- ,;, ... :..,'.-:·.~~· (~,-·' , " '~c.:> "·;;;?·>:·; 

12 

de 

·;:;:c;;.:s - <le' .Á. 

p roteg1d~s por;-el7JJ1 m .~npg(!no expenmen ta l •. _.co11f1r:m~j;l~'¡ipi;~~enc 1 ade 

~=:· ~~Jtf~l,:if if~i~~flfü::: i~¡~J~til~~~t~i~;~i¡~~ 

50, 

los 

in vestigádores?hari'.ireport~dos· proteínas in munóreác't ivas',co i n'éj~ en tes 

::tus;i~t~'~J~~~~~~iiif~0.f~o~.1.gu(nla:9:)e :::o~:aero:re:::::::i:. e:n esut: 

Westérn'::blot_ d.;:'.cep~:Florida de A. margina/e proteínas de PM 8 l, 74; 

65, 58~'44:~38;·33, 29, 27, 24, 17, y 16kDa mientras que Patorroyo y 

col., .(1994) reportaron proteínas de PM; 100, 96, 47, 43, 38, y 27 

--·-] 
. .' ·.¡ 

.,.1 -· ~ j 
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kDa. Aunque algunas de estas proteínas f"ueron identificadas como las 

MSP, no se establ'eció el papel 'inmunológico que jugal:Íari alguna~ de 

es tas pro té ínas ~ccilri'o)las~~de :~Pfv!7 2 7:->3 kDt)ú '(U"el'on':-;;-5{¡;(¡¡¡,-d;;s-por .. 
su En·: 

u~· ' -

que 

f"racc iones ·que ,'rio.(se·c.1ograrori>:·a.;:dé'rilostran·debidci(a':'I as ji i mi'tac1onés .1cfe 

es t ª _t in é .i~-~i:!·::~·.:~::;:''.·~.f·i~1~rp_';?if;;~ . . . ~;c::,';·:,t~;~:·füt~·~,;~j-~.:r:~r ~W~J::¡-~· }~.:fJ;. ·. :' . . . . 
En el estudio :.·actu'aF;·l_o·:;·q'ue; p_arece,;:seré'la.;'proteíria;¡ e'.:aproxim·a_da:men te 

. · ··.· ,:·: : '' · 1,):'.:;·.:.',·:: .~-ºt '".>.~-,';,:!Y" :,;!/ .. 1~.'.::,"(;'c°f · ~ ·~} ~;-:/~ ; ~.'~ :'. ;:<:;.1 io .;..·~,¡\:~> ~~,.:_t ~'. ·~ ·;·;;~~;~: ·, ·.;~: \«~<' ;"'. ~.:.,:; < ~\: {,u'.·>· ·<~·'!\·;} ', ~1~\~:U;.;,;¡;,7.<;,.;:~~;.{;f ;·:~·'.;:.·.::""'«;,::.{:,;,T"· ~.,/~; :, ·~~;';., ,_:;. ~ · ·· ·· 
2 7 kDa. f"ue :re·s u·e1 ta''p"o'r-::e léctrofor:es'is :én'.~dos·::a im-éris iones:; (I'. igura' 1 6) 

en ª 0··~ - ütt~_i·~!~l~jl~~~¡~;B,~1~~:&:*~i~l~X~:1á:~~~~~f ?l1:~~~~;;:.;'"~ ~:1"é'~Ss~~:~,~1[~~~ r~•~ •· 
tambfé.n .d_e ·'d1fere·n tes."p_esos·'.: mol_ecu lares:\(2 7.Yy;'12 . . tas >dos 

pro te í n~ 5 ;·~;r~~·;¿~,~~'11~!r~;~~~~¡~t~t~~t!~1'fí~:g;~~~~~~i~~i~~~;~~~t~'~'\{~~:·,,,;;,\:~.:~-J? 2 
·. 

mi en t¡;¡·5' q ued a,de«:2 7,\kDa:,,:no;:mos tro;,_esta.;:es pec1 f"1c1dad~é'.Tomando; en 

~: º:~:::~~~a~~ti~l{~~{i~~,~1~l~í~1L,,,c, .. !!!f ~ilirtt;: 
margina le:;e~ t ';' ~ ia,d~s~ fu e}; par<: i alJ11 ~n teia ada,. po · ·· · · n ~ f;cie '28;kD a 

:

01 ·,:.º~~;f ~~f )¡~i~Jl~i~l~~!~~~~~~~ ~?~ill~i~~f i'f~· 
misma fracc1on,»'.Cons~der~ndo•otras ;pr,ot~l~ª~-.}est~ra.nfo;_de PM, 

como···1a:··-ci~ .•. :3.~á~:~~ii~':.~.~\~;.;/31 ·~0~·~~~f,i:i:l:;21rJ~~~-~1-~:%~.~t~,~~.~~itic'i~~d 
para __ lgG2., sug1e;r"'.'':;;·que .'no contri buyer~nX"a:::~,lc'.'~'~;, nmunoprotecc ion 

reportaaa:en:'ei'>éstudio de Tebele. y '¿()'1'~',;/(1991). En un estudio 

diseñado'. para probar la capacidad in~un~ri.~oi.;,ct.;ra de ésta última 
',,' . 

proteína se ha confirmado la falta de prop'iedades inmunoprotectoras 

TES.r;~ :~'~:?.! 

FALLi:, 'L\' _ •-· ;;:· 1 
---~--~· .... ----- _ __; 
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de la MSP-4 como reportaron Oberle y col., (1.993). En el estudio de 

Tebele y col., (1991)-; se menciona'que la .. p-r'oteína:de 26.5.kDa f"ue la 

más in mu nod orn i nante en u na'" de :las-'~ bes 'ffa"ci'i:i~hes'cpr'ob_~cla::--Eri- el 

cstud io actu~I ·se-_ id:n.~i ficp'una,prOteína.lgG2 espécffi,'ca:de)28:ko_á' y 

:::_~:d: ~s~:u.:?}i\~~~;2;~~2ttf ~~~:~~~g~;{if l~~~!jl~lt~~~l~~?t,¿i~~~i~=-• 
papel· en la-r.~i;puei;ta)•n)Ilun:protector~-~r)'.''~orr:bo~a:~pre.~~sa°?ent_e ·10 

::.: .·:~~x;ér;~:t~f 4~~i¡~~f g~ta~t~!i~;~~Jtiti~1!i~l~i;= 
lO rm a· na t Í V a ,,·_y,1i_i:re'co'rn b i O a·n-te\i(rn'o S tró-:'; pro i'édades•i!,i'nrriu no pro teC foras 

f f :ittt~lll~llllt~~1!;i1~il111f 1~jr~~ 
Muy. notab le;;en•,i,\Ves tern';-;bloC~de;\proteínas·,:;de '-'A:.:'niarginale_'· (M é>c-1 7) , . -· .. --. '· > :- :;'::_.;-c:;.~;~~::~·/f-~<:--~·~,~::r::¡(5:~~-:,:;~kf;·,.~_:A . - - - t~~-_::7~'.:.::i:_;;1 _ ;>?~·f?~·;;:::~-~~¿ ':>:.\:i~}~'7~:?.~74:~:'-"'~·\:5·:;_~,;~;_;r.)\:F.';t~·~fi;;;;o~<::;¿:~L~:.'1;!t:~:~:: : ';""·F.-. 

en do• d <men•i o••.•·"''ª ·• .. · ª";º"02ººD>º"d ••U•<••é< p<o«••••Tt•• I :: 

:-~.>" --'··.<:·--.' ·:'~~;.· ~\: .. :'> ,·' 

por lo_ riteriósf;tres_;;proteínas·¡:corr,espondi.entes¡c·a,;) as··;;'l\11 S_P¿¿I a';~~:M S P,'."2• y 

f ~~~~:;~r.~;i~l~itill~{~{~?J~!~í~~~~~f 7l':~ 
i nmunopr~tectói:_és'· debi:do}a:".su'\:e-speci fic i dad para IgG2. Considerando 

que éstos ~il'iÍge~;;~ ·ru~ion ':-reconocidos por sueros provenientes de 
1 • • 

bovinos adú1tc>s·. su.sc;eptib.ies; 'inmunizados y protegidos contra el 

m··, ·e¡..-:-;-.'.(\ "'1. l T l ;~.' t~ 
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desafío hcterólogo ·de una cepa altamente virulenta· (Méx-30) se 

afirma con un· grado de -.seguridad· que:.son antígenos· candidatos para 

incluir en ·vacun'1s .de-subunidad y·reco:nbil.lan.te.~;:.:\ 
-.- .. e 

la 

en 

bovinos 

· .. : ·:·:. ~ 
':antes 

y \170 

kDa. _la 

re co rn b 1 na n te;::y<r.e portán•d.s u"6p rop •_edad es: 1_n m uri o p reí te_c toi::as_t; as.oc 1 ada s. 
: _·. ·._ . :·:~V:"· '~··r:r/;.~t:, ~::'::;?.tT'¿~' <::-:¡;:_,.'./- ~-J -~,':!;';_,~;:~:.,~ ·'.·-·~.< 1:.:;Y.'. ':;_·: .. ~::-'·::;;~~":'::; ~Y~'>::::';;:i,: ;:.:'.:i'~.f:(J.(~-_; (:~-~-~~~~~if::~~.:.;t~'/ ,.·::~::.\_:: ~··,: ,:-:~;,.\: .. ·;. . '· 

con la •producc1ónXde/lgG2::en-;_bov_1no_s••:Inmun izados:'i•~_areceri_a·.'·que _la 
, -· · · . ·. ~--':,,.,:,~;-~:'-~·:·;~i~> ~;,·;:' i-~ ;:~.;!:<~'~(;~ ;,~~~"":'-':-Y:'-:-;·-_;._~:~i~.::_: -::,~:~f'S .. ;;'cf;'::/~t~:;:ó~7~;>~:·,~-:·:S:' ~·;.;.~:::s,~~¿¿.5J'..';~~~~'.'~··-~~;·:'~,s;f;'~·.'.i~-:~,--"~,-.::i.;.;,,,,.~ · -·:_~_,,. > ·. -. ' .. 

p rote i na :dej2 8. :k.qa·;¡;¡ den ti fi c_ádo ~eni:e lfe s·tu'd_i o~ac t ti a: 1;":co i ric i de-':b i en con 

1 ª de 2_~_;;_.~ g-~rt~-~~~~i;~~;~i~~J;~l~.!~'~Y:~~!1-~,~--~~~~1J~~~~~~g:~zYt~~rs:~J}Jg~:,;,;_,----.. .· 
En e 1 , e_s tu d_1 o_--~d ei•;.y ac u na_c i 6n·;::•e1 a:c;p r_o tecc_1.on_sde t;,b o_v I nos~·,1 nm un Izad os 

:,:::.:;~~~~~~Tit~\tliit~ii\\W~~tliitf it~~t~R.~~{J1]:: 
'n mu n iza.do s:·:·c u and o----·s·e_c;:d esa (1 a ro nwco n':Cffa::;-c·e·p a··:h efe ró 1 o ga•·/d e ~:-M éx-3 O. 

: >'~,-· :._{_',_\:: : ~- ·,, ':-~-=~~ ·i :~ · ''·~'"'~:º·~,.~!.:'.:>'.;'·;; 1}:f~:;:~"~~~,::~~~.,i:;_~~f~~-~·;·~~~~~t~~.B'~~~:-~ f'.:i):.4-;-:~~ ~';_,~:.:'~~ t~~-~,,- -.t:f.~:i:;::;-;:--~·~· =.:S-~~- ;~\.~_:_,:_ '.- :{·.~~~:- --_;_~-_:.. '-'---:~ :"' 
(Cu adro-: u;.11 I;•}Y ccYo":Y,)~'.\Los"od i f"er~n tc:s:; grado~, de.> p rot~cción '~uc:den 

::~::=e:~:e3!:f ~~~f ª~~~~~il~~~l"~1~lt~~~tlif ~k~~e;~: 
di lerencias ¿n¡;~ Ias:;cepas;cvac~nal'y;;1a• d ~L'.des<>:fíci:y:q u izás_:,por: otros. 

factores· com~ . e1(\I~~:~-~;~;i;~~~~'~J'~t~~·P·~;~,-~cll·c'~~ c~n~;~~i~~~~ -más 

lógicas con este i'ipo -de-'estúdfo_s·;eñ•--el'.f'uturo; ·debe tomarse en cuenta 

el uso de ani~llles genéticllniente 'idénti~'os a nivel de BoLA, lo que 

: ' 
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permitiría un análisis más confiable en cuanto a la capacidad de 

protecc'ión cruzada, en'tre las diferente's cep'as de A. margina/e. 
----:;-,_,_ 

vacuna. 

en'. el desarrollo de una 

TESIS CON 
FALLA DE. ORIGEN 
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CAPITULO V 

(EXPERIMENTO 111) 

ESTUDIOS DE LA RESPUESTA DE LINFOCITOS TIPO Thl 
ESTIMULADO POR FRACCIONES DE NUEVOS ANTÍGENOS DE 
A. n1argi11a/e (Méx-17): 

RESUMEN: 

La capacidad de antígenos para estimular una respuesta de linf"ocitos 

CD4+ tipo Th 1 asociada con la producción de IFN-y es una de las 

características de antígenos inmunoprotectores en A. margina/e. Para 

estudiar propiedades estimulantes de la respuesta Th 1 por nuevos 

antígenos IgG:2 c~pecíficos,e.!1 .la ·c:~Pª,. A;. ~argi.na.l¡,. (l\¡féx-17), se 

11 e va ron a e:'~.~··• :~~,!:,~-~-~'~'.;::'5:,~.(\12·,:,?K~~-~~'~ ~\C\;~~~~;i~~;t~.~'.;'\~?:[,Ú';qf j~,L f ~~,1 i:·s is 
e i to métrico·. de·:p B Me_:, e ü_I ti ,/adc/ft'; n •;vl t ro·:_en::prés ene i a:;;deh f"ra.cCi on es·:de 

Pro te í n ~· s ••: ~:.~·_,;\I~:j~~;~,~-~;,:.~~i-~~~~;~~~~~~t~"~qf$~;n{f;1~~:~,~~f ~:Í.:h[í;~~~~i~~~~~~~~~~~~~-~;~%-~_.e 
cu 1 tivo ·ce! u lar,:'para:·;pres·enc1a•cde:ilFN ,:.y ,.;;L;<)s.~res u 1 tados~:de·:'UP,:•111";vi tro 

:::~:ri~t~~f![~i~~~§!&l~f~iii:l~iJiii~f ¡~~~',!: .. 
cepa Me~~L7,:*~J\.u~que,: 1 · -~u Ita do ·· lts1s c1 ton~etnc:~:·•f"ueron 

i ºeº n c1~-~h,~:~~Í\~S:1:~,~-!~!~~:~~~; a~~~~~ñ~~;:-x:~x~~ 1:Et; -_ . ~¡l';~"~~~~~~~i:s~~,-~{e 
P BMC ·cu 1 tt_va'do¡:en··:p_re'senc1ai.'de·;:Ias\pr_ot'eínas. e;". " racc1ones·:,. Fr-25 

;:.::1~f í tf~t~1~mil~lT~~~;:~~tf~~11~~,~1~~~f: 
estos datos-. se ,co11cluyeque,(a~ •proteína~ ..!\.ITI28;.~1'113{<•11dujeron una 

respuesta- Th 1 ;(n~·,;¡,~o .:;~nt~ c:ol'110. la~;p~~~~íri~:s ,de;':,Z5~ S4 y 100 kDa 

Jos últiiTiost~e;s. éon'n;,e,;or c'1pacidad dé i.nd;.c¡~ una re;spu~sta Th 1. 

¡-~TPSIS C'C~I 
.-., ·:·JP~.~~ 
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5.1 INTRODUCCIÓN: 

La identificación de antígenos in mu noprote.ctoi:-es (IP) de A. 

margina/e se han 

células una vez activadas son 



147 

parámetros centrales en la protección de bovi.nos inmunizados y 

pueden servir'.co.mo indicadores de protección in vivo .. 

Basados- -en. est-OS .-mecanismos• de -in mu noprotección -_se:· ha·~- mostrado 

(Palmer y_,;(}j,; ~(~89;';; IÚ¡;wn y col., 1998) que las prót(;íi,~~-ÚSP~I a -

y M S P Z -p;¿~e,·¡{í érite~ c:ti,'· cepas norteamericanas d~'°Á_ ;'.·;//cz-,.g//¡'_O/f;er'an 

ca pace: _;~:~)J¡:.:,á'~{ii'(;¡;~;~-¡.. ;.tipo de respú esta_' me di b'1ds:.;.n:~:;;á~i6;é:'6~~0 
n i v é 1 ~ ~:':i,,'Lf~~~,f :f,*{~~;~J{~:~!~·:,f-~~~-:,~ (}~~ .. ~ ri ~?a n~.~ ~- -~~:!!fft:~;~~~L;~,~]~~~;~J-~J).F°.~ :¡_ 
pro ven i entes,'•d,e;bo~.1.nos¡ 1nmun1.zad,os.y proteg1dos>!L~s>;resu 1 t~d,os ,de 

~~~~~:#r1~;i\f i~r~~~j~~~rif !1ír~~~1~~11r~:~ii 
han de fi ni do·~·e¡ ue•'an-tígenos';;dci:cep'a's/riac i o·n ales,eesti mu lan~· este.;tipo: de 

~::~~:~: ,~~t~~~~?li:~l[ff 1~1c~~~~~~rf t~i~~~~~~YJ'!~~~~:::: 
capaces de inducir una respuésta · p~,;t·~ct~-n( ensayad-a in vitro como 

cstimulación de células CD4+ con consecuente producción de IFN-y. 

5.2 METODOLOGÍA: 

5.2.1 Eleetrof"oresis de Flujo Continuo de proteínas de A. 

111argi11ale Méx-17: 

Extractos crudos de proteínas de A. n1arginale (Méx-17) obtenidos por 

centrifugación diferencial obtenidos como se describió en el capítulo 

11, se separaron por electroforesis de flujo continuo (ECF) para 

obtener fracciones de las dif~r~nt;~:yroteínas. La separación se llevó 

a cabo en gel cilíndrico de;)'ó~~:r-cle''/~1t-úra con.un.diámetro de 2.8cm 

(Prep. Cell, Bio..:Rad) :;_,fo/: :~'ét:;erdo: -, a las·. especificaciones del 

fabricante; usando una con-céÍÚ:raciófi .. de-10%-de,monómero en la fase 

---: '. 
> -·----- .... ~-·---- -..... -- ·-
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de separación. El gel de separación se preparó de acuerdo a 

5.2.2 Procesamiento de la rracciones: 

a) Precipitación de rracciones: 
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Las 260 fracciones colectadas se guardaron a -20,ºC hasta sus 

procesamiento. 

mezcló: 

durant'e·,: 
.. ,. ·, ·::-·,-,,· 

enriquecido cor\' 

uso. 

Para recupe,rar, ·, i'a proteína las iracciones se 

s:e dejó"a-.:-,2,'0° C~para 

de 

-estéril 

~~~~:güa'rdó;~ ~7d·é ll~sia su 

·:-'.:)2t~:~>~·~~·~ ~._:: i.:t ~::.:~ ;::-~'-:~: -.;::'. ·~·{·~::;· :_•_-_,;: __ ·:· __ ,_-__ :: 
. - ·- <:··>~;:~r., ~/· ... :·~~· .. 

: : ,: e:~:;,:::~ n,.·1\
0

~li~l~~f ¡~;¡f; J;;'.I .~ • f,.cc; O n ~~. ~o 1 e.e <ad•'. 'e 
tomaron 5µ1 de'' c,a~a}_décirr,ia·<;fra,;:c1ón ci'oi~~tad·~'-y' estas se separaron 

por electroforesiS ·.'" _'di:lr·a··nte·· 2 horas en un gel de separación de 

poliaerilamida.- a"I2.5% (gel de pre-separación a 4%), que se tiiió con 

una tinción de plata con un kit comercial (Bio-Rad, No. de Cat. 

1610443) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. 

e) Selección de nuevos antígenos para las 

respuesta Th 1: 

pruebas in vitro de la 

La selección de antígenos novedosos se llevó a cabo mediante el 

análisis de las f'racciones separadas en geles de poliacrilamida-SDS e 

inmunotransferencia. de cada 5" f'racción obtenida por electroforesis 

de flujo conti_nuó'. ·un·:_volumen de 5µ1 se corrió por electrof'or_esis~ se 

transfirió a :U~ .. -~;rriérri'brana de _-p VD F (1 mmobi lonP , MiIYiJ-~~~> México) 

:::-:0h~t~~~~~_:_m_·a~n._G·n~t_--1·_:c'.'u,_.~e.~r~_~p;_L0~~~~~~;ti~~~-·-·c~a1b~·r;a•~-·-'._._~,J~~¡,~!r~:,:t: Inglater':"ª·) ;\;, ú;:; , cornér;~,Í'.11 'anti'é{~'G de ratón 

conjugado a fo-~f'a't;s'a- ~1ca.úri'1-. 
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5.2.3 Rc-cstimulación de los bovinos: 

Con objeto de obtener células rnononucleares para la caracterización 

de las fracciones obtenidas en el paso anterior, se -<lesafió a los 

animales vacunados y protegidos al desafio y'un°Íiríi~JiI_testigo no 

vacunado, via IM con 1x10 8 GRi con la - cepa ;M-C:.x''~3¡;)_~--s-C:<viiÚaron 

~ItJ~~;~}~{~i~;:;~~~t:;;~~~~~:~ll!~~~tl f~,t~'~;~· 
para los c,;r,s~y'o-s de earacteriza¡,¡¿.;-_:d.;·c,,--;,,li~enos capaces de inducir 

una res-puesfa celular de CD4+_ y se to~ai~n ;obrenadantes corno está 

descrito arriba para ensayar IFN-y: 

5.2.4 Tipificación de células CD4+ por citometría de flujo: 

Células mononucleares de sangre periférica fueron obtenidas de de 

bovinos inmunizados y protegidos y se cultivaron 4x 10 6 de el_las por 

pozo en l.5ml del medio RPMI~l640 p_or triplicado durante cuatro 

días en placas de 24 pozos,_ en_-.:¡_u~a_·::incubadora a ·37°c, 5% C02 en 

presencia de fracciones de_ A:-_ ~-{;;Jffn'iiie'(Méx-1 7) a 5% v/v. Al cuarto 

día se obtuvo de_ cada:pC>zo so¡_i('Cie-1'-~ob'renadante (del medio RPMI) y 
. ~· --. ~": .... ·::~-~:-{;~~;~-\.)~~;~·"'·~~:~ .~::}.~;;;~'.'il;'.;~'.~-~~1~.}J~i.~~~:::.~-~-~;/:/::~>>~\- ~~----·-.: ' '- :-=· ··:_:_:-·-: •. ··.--.·'·_;·_::".";\~:'.'_>' ·-. ··; 

se guardó a -20~C -h~V ·- deter~inación,de.,JFN-,y medi~nte,;un> kit 

:::::·~t~~j¿¡~~;~~:t~iJi!liil~t~~~t~i1f §d.,~~·~1~t~W1~,~~~,-
Para eL ensayo/de cito~etría de flujo;; l~s;.célul~s.~,;cul_t_iyadas .- se 

;: : ;; ~ª;;b-t~~;~~2D1f i1~}:ª~i1~,j t i~J!'.;f f ~g-~~º~~~~,~;~!e~~j¡Jt~i/f~jff~~l!~:º 7 ~ ~ 
sobrena<l'a'nt~ y reéüJ>.el"ilií<lo{et ~e<l(~enyc;_'.De~¡:>úés~'<l_e1' terc~r 1avado. 

las células - se resus.pendÍ<:r;c,n 'en .;na pequeña 'cantidad de HBSS para 
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f"acilitar la cuantificación de PBMC y se ajustó la concentración de 

células a 2x10 7 /ml. oe· esta suspensión, 50µ1 (eq;_.ivalerÍte a lx10 6 

PBMC) f"uerondncubadas.~en'()scúridad~a-4~C;durante 3~~min c:on IOµl 

f ;;.;;~f l?i!ii!illlf 1::111111~:1i~1 
IgG conjugado.~"..·a .jso.ti ociana.to~:de\•fl uoresceín·a•;''(an t i,;'ra tóri.•'.'lgG-'F.ITC) 

• .· - ~ '. . ,:·.-; .-.-.,, -~·:'.~'e -J .. "~;'~"'·"~ ':~~~~~k~p .::i ·;;..::;;;,?7,,_~.;;~..;-~{~'.~r- -;·.:r·~~~.-:.-~~~-:(t! ~;18_:;-h_l j-~::r·~-;~'.~~.-~~-{;'.-~~ ~:,.:;~.;~~:·\~ f!;.s~~r:~;;J~t;:~<{~-i·i~fi':~~1:;:é~~~-tir~.~-: :'"; ;!; --~·t;:7;•<!.t·~ :. :~.x~ 
d11u1d()·•l'.1 O O> en HB SS:•4S e;:lavaroll;la~;cel.ulas~tresy,,veces;a;la~.;·misntas 

de 

estimUÍ'~r·'·' .;.-;.~: réspuesta de CD4+ de 
-·- .... · .. ,-

las P.ro.teínas de interés~ los 

resulta.dC:s· s·e·._:·analizaron utilizando el programa Ce// Quesl (Becton 

Dickin'son). ·y·se granearon los datos para determinar el porcentaje de 

aumento de la señal de fluorescencia como un índice de activación de 

células-T de CD4+. 

5.2.5 Determinación de 1 FN-y en PBMC culth•adas en presencia de 

A. 111argi11ale: 

a) Preparación de reactivos: 

Los reactivos del kit BOVlGAM™ (lnterf"eron Gamma Test CSL 

Australia) se prepararon según las instrucciones del fabricante. 

,-=r -.; 

}· 
f 

"''T'.1",, ' 
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i) Las placas: ·Las placas se equilibraron a temperatura ambiente 

(TA) durante 30.min antes· de abrirla·bolsa>plásti.ca: 

ii) Contl"oles:.;posÍtivo-~;,.,Y_, negativos:- .Los -.conir'o_les posn1vos y 

::~:~:~::d.;·~¡t~f if~~f~1{:f'~~¡l~Y!~~~1f~~~t!~t~f;·:·.: 
iii) El· d1I uen'te.;.verde•1pa ra:.tmu es tras :'":'Este'ldt luyente'cl'se . .Cu tt l 1zo •:a" la 

:.: ::· >;:!.,¡:;•-·{I:r:i;.~:{:;·:,·f?,::.::;~~t,~·~:~> /.~~J/:~~:if. ''./{· ·,,:.:t.:_-:._~_,:1:·:)!E.<"-!,5f~~\':::?~:,,0;:'}<:~ .,_ :{1 ~~---:/.:~;-:t'.';i~,~ :~.:1'.-. 0 !/~~ ,~ .-/".'_\L, ~- :. ~ -
concentración c:Iel:¿fabri,can te),par,a.'Sdi l,u i~~lás¡mu'estras:'pi:oble111as ':Y los 

c º º t r º 1 es c º';" ~Ei~t~~~~~1:~~,~:~~?,~:*1J~~~lif:~\~:,~~r- ·: l\ . .. ·~-. :: , ; :~.~--'·e --··· _., 
i v) El conj ~-g~do;t,a nti,-1 F:l"l~Y~é:pero,xida~a ~';El,• conjuga~o; c~ncer1~ia~o 

;~~u~:~~.=1?~~~}iitiltI~~~1I,~:~·:;::ke~1. at~.:,5_ .. 1p•.~a;r:a: .•.•. :o~b<lt~etn··~e·~r' ~:e•:ll 
v) Solu~i?~+:de;-~amc:trt1g~ad~ra\l~vadora del .. 2 ~Ad: ~-:i~~~~~~-¡ff f J~~~-~ªr~ ~: 

~-:}i.~"' '-~Y~:;:~~:-'·~::~/·, 
~·{' ·' ·,..,.;·· ... :: ... /":. menos 

vi) _El 

ácido 

; ;~ -

b) 

se reco~i<:~~án' en~las;1 ~s trticcT~ncs\)'del?kt t;é";tC) .. - {)s~:¡_los~react1'1/os ;, con 

~;[~:~J~;t~~f ~;~~1~~f~~~~~~~~~f~i~~}~~~tf 6::~=:~ 
negativos en pozos coi-respÓridienfes. Las n'úi~stras, problemas fueron 
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sobrenadantes obtenidos del cultivo de PBMC cultivado in vitro en 

presencia de tracciones de proteínas de la ·cepa A. margina/e (Méx-

17) obtenidas por·EFC, Estas·fracciones'se'el-isayar1~_n ·pár~'.~eÜfrminar 
la prese.n,ci~ :·;d·.;' proteína!/·afit6ric>'Í"meri'té :.dernosfradaséicomé:>:0tnuevos 

~::~:~{;~~~~~~~&~t~~~!~~;~~~~ii~ii!iif i~ii4;,t:¡:: 
de amorti'guador.a~ de;Ja vado'<! x:':( con::thi omersa'Ual •\O; O l,%;(p/v) -~'del·: kit; 

:;:~:il~l!~~f ~m~¡~~f~~i~~~~l1~~1,~~~I!AX{~~~::·~ 
las placas:ia ··TA'·:?d uran te.''.60.' m in::\S e'tla varon'i·las1.p 1 ac·as:se i s: .. vece·s. como 

a n t ~s.·-·~!'. ~-~:P:~~~¡~~:~~[l:~-~~:~:~~~:fa*º~~{~~~;~:~R~~'.~J'.~f~EÍ~,~'~e~~~~JyÍ~:~[,í~¡ ·1-~ id o 
1: l 00 •.en i·':,gl ··~mort1guador .•:·dels:··sustrato:•:•de.oi·H2 02·'•_y se·· incubaron las 

placás ~· ;A dÍÍranté. 3X~- min y· se d~ti'.;~o'•Ú reac,;ión con 50µ1/pozo 

ácido sultúrico a 2M. Dentro de 5 inin se leyó la placa a 450nm y los 

valores de densidad óptica se a·nalizaron para determinar las 

·cantidades relativas de IFN-y. 

5.3 RESULTADOS: 

a) Electroforesis de flujo continuo y detección de proteínas lgG2 

específicas: 

La separación de proteínas de los extractos de la cepa Méx-1 7 se 

llevó a cabo por EFC y 20 tracciones representativas de las 260 

fracciones fueron probadas por electrotoresis en geles de 

poliacrilamida teñidos(con .. ia,:téc~ica':dC'.piat·a. En'. la figuras· 17 se 

;~~2:j~1~~!f ¡;~~~¡~~~~i~~~l~Jj f~~f~i~,~~J~y~;1i::f; 
inmuriobÍot (Fig~rás.is\ 19_. 20 y .21)'), ·c¡c,'¿;;;,;- ~;;:,.¡~~a·s;, confirmó la 

... ··· ~ 
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presencia no solo de proteínas novedosas (Am28, Arn33, Am50) en las 

fracciones sino. también proteínas .correspondientes a las MSP como la 

MS P-1 a y_'Ms~..:2:ú; in~ embargo;-ede -liis-pr::,teinas~ntievas.·-observadas en 
- ' . . - ·' - . - - - - ·' . ' . -' ' -

::m::::;Hi~f ·&~~~~f ~~.H~t1~t;~1~~Ttt1~~i~~ef~1r:;~:;~:::~~'. · 
::::~ri&~t?:~trt?1::~~==~::~r:·::~"::::.::::t:7 · ·,:::::.'.~: :::= 
b) Linf~'p';~úicración in vitro de animales estimulados citometría 

de fluj~;;d.; céÍIJlas CD4+: 

Las f~a'-fciólles fueron probadas en ensayo de LP in. vilro para evaluar 

la ~apab''i~aci'-de inducir la respuesta de LP y solo la fracción de Arn28 

indujo .·¡',fia.: respuesta (Figura 22) con un índi.ce.''de {estimulación (IE) 

compar'a.bl'e .con el observado por el inducido en~•1\;'~;·c:'i~ractos crudos 

::::·:~~~~"};:E::~·i::·;~,~~tisi~~~~t~~!li~lÍ~{~~i~iii;:E 
23 y 24; el IE de células '.CD4+.frépre·sentad0-;-c:;o·-· --··- ne -ó'rcent.aje;_en el 

· ··. . · ., ~:·:-.··,- :-:.:,· /!~~':-1,';:}4/f~~-'.~fó'.'f:~:~-~~t!i~~ifi1:~::1~;.~t~r:~~7:>F~t~liF;~; . -t-.¿_:_~\'.-: 0.i>·_,,:·,!· ·.' -·->: 
aumento_:de. la señal de __ florescenc:iiú~para-~los';;d_i eren ratarn·ientos 

:";~. ª;;,::::ó:·;:;, ~;:;;t~~~~~l~J~~t .. "i~~~"~i~)~~ii~Z; 
35): 29.4. MSP-2/37' kDal:'(fracc10 :?:c-<:Arn5 frncc1011:85): 

2 8. 7, M S P- 1 a y M ~.P~;/:i''' -~'{t . .., ,,, ~~-iiti~?]; t~'.1p~:Ó"t~f:;·a ' de 

84/100 kDa (fracción:;.210}:;,}2 .. ,.·o¿_;,Iasc' ra.c:cii:ines';,d ,proteínas la·s 
,:' ... ~~'.·; ... ' ' -··,;- ·:. - .·:'::''[• ~- ·:'-·:·;.:,-': -; ":;,: - •'' .·. ~~ .. -,,,},.,f" ,',_,-:_,_ .; :'.-·_--::!',,':_:;:-:-'.;'.;-::' }'.}~~ :;.:::_:,': ,~;.':.:_;;:~~;,,;_;,,':'..; :'~~,;:--:~.:. ·-__ ,_;_ s:--: .. ·.· -

de 37 .kDa. (MSP-2),:y;,75,(f,kDa.(J\.1SP,~;la/MSP~3f~niosfra¡-.o~\)ndices de 

~~~:ºY_ :e00 11a:~:-;:·=~~%:~~~t;+::4:f~¡-~~f~¡~~-f ~~f~il~~,·~;.f -~:ji1~i~ó{n]Í~e;: 
también mosir.óunpo.rcéntaJéi.é:le'30~3 lo que,·ha.cé <¡~6 e~t.;~ resultados 

sean difíc_iles .de interpreta~. 

n;1¡10:·~~'. ---.-. ----·-. 

i. ------- - . ______ _] 
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e) Resultados del ensayo de IFN-'Y: 

Los resultados del. ensayo de IFN-y se expresaron .como .valores de 
densidades óptic~ •(Doy'a.450nm. Corrio se' señala .·en el Cuadro VI y 

~~=~í:aen:5:r~::~~ .. J:>~~Z'.t:.7;:so.:~:e~:;~:s):tJTj:~i2¿r:;s/:~~::;óno.2652)~ 
o.3 61 (Ani2 8t;ra~ciÓ~\3o);· Ó.2 (Am3 3);cco:34's (MSP-2iA~3 7), o. 139 

{Am5 o>. o. 2 ós(An;: 7 s/84') :·o .2o9 (ft.1n84.11~oó'). 
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Fi gyra 1 7· Electrgfgreais de fraccjgnea de la fraccjones separadas por 
electrqfore•h de flujq cootjouo 

2D 20 - - - "' -..,,._. .. 

A 

.... 
• • .. ... .. ~,, 

··~·t 
15~f> 

MPM 110 t:IO 130 HO uo 160 l?O lE DO - ato 

LEYENDA: lOpl de las fracciones fueron probadas en geles de 
poliacrilamida a 12.S% y lelUdo por la técnica de plat_a. Las flechas 
muestran bandas de las prole/nas te#lldas con plata. Panei superior 
fracciones 20 al 100, pune/ inferior fru,·ciones 11 O - 21 O. 
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Fjgyra 18; WeUerp blot de fr&ccjgg51 No. 20 al SS de proteínas de A. 
m 0 retn0 1c <Méx-1 7l gbtepjdaa por electroforesjs de fluio contjgyo· 

55 .. 5 "º 30 25 :20 As '.MPM 
kDa 

-198 

-ns 

~93 

MSP-2 MSP-2 ,.._._. 
,..:29.2 

LEYENDA: 5µ1 de cada fracción nrostrada en la parte superior del gel 
se usó por carril en un gel de pollacrtlamlda a 12.5% y transferidas a 
una membrana PVDF y probado con suero lnnrune a Anaplasma. 

. .. i 
-~ 
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Fjgyra 19 Western blot de fraccjopes No. 60 al 95 de protefnas de A. 
marglnqle <Méx-1 7) obtenjdas por electroforesjs de C!yjo cogtiguo· 

95 90 85 80 75 

r Am.'iO A.-----, 

70 65 60 

MSP-2 -- -

' 
~'"'''"'! .... ,.-., 

LEYENDA: 5µ1 de cada fracción mostrada en la parte .superior del gel 
.se usó por carril en un gel de po/lacrllanrlda a L2.5% y transferidas a 
una membrana PVDF y probado con suero lntnune a Anap/asma. 
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Figyra 20: Western blpt de fraccjgpe1 Ng 100 al 160 de nrotefnas de 
A mqrginqle <Mc!x-1 71 obtenidas por clectrgfgrc1j1 de flyio coptjgyg; 

160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 

r-
1 
1 

1 
1--~-~~~~-----~-~~-----
1 
1 
t ·¡ 
1 

1 
1 

Protcfna ele 7!5-kDa (MSP-la) 

100 Ag MPM 

l __ ------ ···------------- ---·--· ---- -------- ------------------- _______ ··-

kDa 

.. 11:5 

-93 

.Zl.3 

LE YEN DA: 5 µl de cada fracción mo.s,rada en la par'e .superior del gel 
se usó por carril en un gel d• poliacrilamida a J 2.5% y 'ransferidas a 
una membrana PVDF y probado con suero inmune a Anaplasma. 

J 
'";." ' 

-· '. -~ 
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Figura 21 Westerp blot de fraccjopes No. 165 al 225 de protefnas de 

A. mqrginule CMéx-17) obtenidas por electroforesis de flujo continuo: 

kDa.: 

-·--· 170 ~").':""'"'"' 

100~· 84 ··· .... 

75 

56~. 
54 ~ 
50 .. ?t-o_·: 

Protelnade 
100kDa-

~ Praeei-de 
7:5 kDa (MSP-la) '. 

LE YEN DA: 5 µI de cada fracción mostrada en la parte superior del gel 
.Ye u.YÓ por carril en un gel de poliacri/amida a 12.5% y transferida.Y a 
una me1nbrana PYDF y probado con suero inmune a Anaplasma. 
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Figyra 22; Indice de eatjmylacjón en PBMC estimulados con 
djferentes fraccjopea de prgtefnH de A. mqrgtnqle <Ms!x-17>· 

3 

2.5 

2 

1.5 

0.5 

--------------------- -----'~::~t-

M·17 Fr.25 Fr.30 Fr.35 Fr.50 Fr.85 Fr.125 Fr.:210 

LE YEN DA: Se cultivaron PBMC de un bovino q11e fue protegido por 
inmunizaci6n con lnmunogeno de la cepa Méx-1 7 de A. margina/e en 
presencia de fracciones de proteínas ele la misma cepa obtenidas por 
electroforesis de flujo continuo. El ensayo ele linfoproliferacl6n in 
vitro se llevó a cabo como est descrito en Materiales y Metodos del 
capitulo IV. Se utlliz6 como control extractos crudo de la misma cepa 
de A. margina/e (Méx-17). 



Fjgura 23; lle1ultadp1 de antli1h citgmgtrjcg para c16Jula1 CD4+ 
fgducjda pgr extracto• de Á mqrclnqlc <Mf!g-17> proteina de GRn. 
Cog-A y la fraccjóp No. 25 de extracto& de M6g-l 7; 

a"<""~~~~~~~~--. 

30.3 1 GKn 

~" ! 
lé:.. ! 

1 
._ ;¿ ... • ·1~~ 

LEYENDA: Las fracciones fueron probadas in vilro con respecto de 
su capacidad para inducir la respuesta /infoprollferaci6n de célula.11 
CD4+. Cada fracción se prob6 colfto ..5'6 v/v del medio de cultl-vo 
RPMI para e.11timular PBMC cultivado durante 4 dia.11 a 3 7ºC • .5% CO:z 
y después se llev6 a cabo el marcado de células con un anticuerpo 
monoclonal antl-CD4+ de bovino de origen de antes de hacer el 
análisis cltométrico en un fluorówtetro de flujo 
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Fisura 24; Reayltadgs de ao6lisja citometrico para ccUulas cp4+ 
indycjda pgr ftaccjopea Ng. 30 35. 50. 8S 125 y 210; 

-----· --- ---, 
30.9 

: 1 rn.21,_c ___ .. =-_~ª-·_, _,¡ 
:;?.1 > !.-.::.;,.,, .. 1 I .;,.,j ..... \ - - 1 

:¡ . .,,,., ' ,' 
~1-:.,., \~-~~,·:, 1 

ª·"- ~(t 1 ª'.. 1(-~ • 1~.;, 
~L1'"' _______ j 

LEYENDA.· Las fracciones fueron probadas in vitro con respecto de 
.su capacidad para inducir la respuesta llnfopro/lferación de células 
CD4+. Cada fracción .se probó como 5% v/v del medio de cuUlvo 
RPMI para e.samular PBMC c11Ulvado durante 4 dia.s a 37ºC. 5% C02 
y de.spué.s se llevó a cabo el marcado de células con un anticuerpo 
monoclonal anti-CD4+ de bovino de origen de antes de hacer el 
análisis cltométrlco en un fluorómetro de fl11Jo. 
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Cuadro VI: Ensayo inmunoenzimático para determinar la IFN-y en 

contra A. mar~ina/e (Valores de Densidad 

Tr'atamie nto 
Contenido 

,Densida,d_ Óptica a 
(antlgeno) , c450nm 

Con' A' 3~ 751 

M-17 Ag, crudo :,0:624 

GRn, 0:229 

Fr-25 Am28 0.342 

Fr-30 Am28 0.361 

Fr~35 Am33 0.200 

Fr-50 37kDa _,_o.345 

Fr-85 Arri50 '0.139 

Fr-125 75/84kDa 0.208 

Fr-21 O 84/1 OOkDa 0.209 
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Figyra 2s· Prodycción de IFN-:y por PBMC del bovjno inmunizado y 
protegido cultjyado in vjtro en prescncja de fraccjones de A~ 

1narglnqle CMéx-17>: 

0.7' 

_., 
a• 

j 
0-5 

0.4 

:¡ 
·¡ 0.3 

e 
G.a 

U.1 

o 

Tnbuoicnto (mit{aeao) 

LEYENDA: Fr seguido por un número representa el número de la 
fracción de EFC, M-17, extractos crudos de A. margina/e (cepa Méx-
1 7) y GRn proteína de glóbulos ro_jos no infectados. Las dos 
fracciones Fr. 2.S y Fr. 30 (No 2..5 y No.30) contienen la. nu.eva 
pro·teínu denominada .Am28. 
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S.4 DISCUSIÓN Y RECOMMENDACIONES: 

La separación de proteínas por EFC se logró exitosamente 

considerando que se obtuvieron f"racciones con proteín"a:s. ·.de tamaño de 

acuerdo con las se habían previamente demostrados por 

proteínas por in~·;_;'n~bÍ~~; en las 

fracciones dern..i~str'a además que se conservaron Í6's:e~ít~p'c,·5·;a,·Y, .!11U.Y 

~~~;j~i~~~i~Jii~}~ltii¡i~it~ttj~~i~ii~i~f ~t~fü~ 
inmunoblot. de 

procesos' .•. de··;'la:·~.lectro.f"o .. res,is,·~nu.e.s.t~.o.s;·,r.es·ultado's.¡y,mostr~.•.ron'q.u.e •.•. no 

las 

:de 

rn uy pe.q uenas;;:q ue,';se:zd 1 s rri1 ri u yen:; a u ri;:•po r,d a:idesriatu ra l 1zac1ón ;pare 1a 1 

Y 1 ~ s · .. ·~~~~}1~~;~·J~~~~~j;;*;t~~~~ff~;:~~~:~!~.t~{[~~:Íc~i~{~.~~:~~~~~~~~m:1~•~1't~·:;,: ;diiri<l o· 
can t1 dades\.tan'.<;peq uéñas".y:;d i f"í ci 1 i::os;'dél:'dete.cta:·r·· i los:\;do de· 

i n mu nc>l> ·~'~11rJ~~f1t\filt{~~~$~·~;~~~;l'.il1~tí~~~~~:~tt~J!~~tt'i•:}:: . '.•éíc'' ~;~·~~:'.·: '. 
Al aná lis is•.'d.e1'1 a·s,i:f"ra'cc.1o·rie·s ':'pro bá'das·'yfdete'éta as:;.por'.'t nrnuno.b 1 ot; la 

::~::f §~lJiáiE!!t:,~f,:::,:,,,, ~tf~\ii~~!~~ii~:~:: 
otras pr.ote1nas.;•nuevas<c.on:: espe·c.tf"tcad.'.d·e:,:Ig ... 1 , .. esarroll.o':de una 

: : e:: ;~¡'.~i::r~!·r~i·2~!~::::f~~?í~11~~f¡f ~~f~~g~~~~~:~t~~~~~~i;;j¡~ ad: 

A. margi~a/eOSin embargo el análisis·cito'n1etr~éo:'.néi''di6 resultados 

concluyente·s en cuanto a la capacid'ii~.:;~"~.;i~éd~~~~~;~K"~~;; r;.spuesta de 

CD4+. Tomando en cuenta que I~~ · f'r.;'é';;-i6'~.;;· se ensayaron en 
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presencia de PBMC, otros estudios deben de llevarse a cabo para 

comprobar todas·. las nuevas proteí.nas con línii:as ·específicas de 

células· .. CD4+·•.provcenient€sCcté-'.bo~inos. prot~gidO~~-por~ vac;t'iriación 
. '--·' . ~ - ._,,-_·- '- - -,_- . , .. ,- . - - - .- _-- -

dar 

estas pr<:)te1nas ~on 1In7~s.td<0/e>éluias,:;c:~~t;·:¡t;as¡l1.nea. · .ef·l.1nfoc1tOs T 

.f s1\~11ri111111f 111111t::r l{f 1~~~ 
mostro fild1ces.~c(1TIPªr~b 1 ~scc;:on"lº5,:"de 'los .ext~a.ctos:;cr~dos;<ie•la :cepa 

:.:·-:I.J~K~~f ~~~Jil~~~;~j~fü~:::~~:;:~;,~:mf !~~iitH::: 
propiedades<rriinunopiote~c·iOraivpor lo que se hubiérán;,¿esperado' d~r 

una rés~.~H·~"{~:}~~~~i'~i'.~~~r.~~~~*~~~~b1e· con la de iC>,si~·~'~'i¡~~f!~{i~~,~~~H5,.-<l~ 
A. margina.le.:B~ow":fy¡coL'; ( 1998, 2001) han p~obaclp;~stas P~().teinas 

:;.p.:~.:~~f ~~f~Jifi~~~'.rt::~: ;::: ~;: ;~:~~~~\ii~t{i~iii~I1 
compara~le:··co~;c.eB,de.).os extractos crudos ·de A. •marginálé':•por•lo é:¡ue 

hace est~,~~~,~~~;:;';i·:~~~ 'difíciles de interpretar, sin 6~~a;gb/{hay que 

recordar·. /9 ~-:~r,;:{~~~~j~~:~:~:·~:~~·~·l_~·s ~.vacunadas re_c i bieron tres veces:· e ~erpos 
i ni cialés> p<r.;'v~nieilieis de una purificación incompleta contaminada 

con restos .d~.'·~ membranas eritrocíticas 7 al momento de ensayar un 

extracto de eritrocitos como testigo en el ensayo de linfoproliferación 
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la respuesta observada no es sorprendente ya que se presupone que los 

animales vacunados ,,,ha'yari" desarrollado una ,, ,re;spuesta contra 

• 

Determi?~r el papel~~'~<:>l~gi~o c!.,;é:esta¡, proteínas. Se espera que 

:~:~füJ:~Í~~¡~~~:~~~1:;f ~i~~1~:ov:;:j::~~;;:::::e::~: 
ex1 to,- ya)~u~';:al.:torn:irla~ co,mo,~n'.\blan.co deb.~_iste,ma .t~mun•e se 

~~]J~~i~itlf ii~~J}i};~~i&~}~l;~;~i\i¡::;~ 
mas a's~.pa·ra3_.e 1uc1 da:r.~I a'}es tru·c tu ra·•.'.mol e_c'u la r¡;!d e};'é's ta s.::·prote in as: y 

::~~;t~:~:~~~~~~;:~l{~~rit~~~f~li~~~~~f~tz.:: 
comC:, base para diseñar \;a'cunas de pé~tid'o~-;~iri'íé~'j¡:,(j~. 

Secuenciar el extremo amino de estas proteínas para permitir el 

diseño de oligonucleotidos (iniciadores) que podrían utilizarse 
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para amplificar y clonar los genes correspondientes. La 

clonación de .las nuevas proteínas.· permitiría ·e.:lsa:yos con sus 
confra¡>artCsc~cc~rnbi~;¡nte:s>corii& V:acun~~"ya~c¡¡f.;,~cmúchas de las -- - -------·- ·-

.::: :a~;=r~~~ i·7;·ª.s1'~:~~tezª H;¡····ª.n_ .. ·_.-.. _··r·····.ª.c.·-•.r .... ·.-.·.·:···.·~·-·:··'. ... t.ª.·i····-m·º·d·.·_.-.' .• :~ .•. P_··.·.r_ .. 1_······.i ... •.·.· .. ·.~ •. ·.s.-~·····•.~.:.·.: .. ~~;ff~~~~=·:tes~ as di: q ~: 
in rri ~'a' ¡·z~:~ i ó ·ri ~<;:;,;~~~~<~1~~~~~~'~;::~~:~1~·::~~\:.~_~:_.:_ ': --· - -_--·- -.. ~._·- - ---- . - '.- \~:\;/ti~ ~:-~_:·-.·- -

• 

• 
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