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RESUMEN

En este trabajo se implementé la prueba de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa Anidada (PCR-anidado) para amplificar la secuencia de la proteina
mayor de superficie cinco (MSP5) del parasito intraeritrocitico Anaplasma
marginale, con el fin de diagnosticar la anaplasmosis bovina. Para la
elaboracion de este trabajo se utilizaron cinco bovinos no estabulados, con
infestacién evidente de garrapatas, a los que no se les habia aplicado ningun
tratamiento garrapaticida o antibidticos de amplio espectro, y que ademas
habian presentado manifestaciones clinicas de una hemoparasitosis. Con base
a los datos obtenidos de la secuencia del gen msp5 de la cepa Florida de
Anaplasma marginale se disefiaron dos pares de oligonucledtidos iniciadores
para las pruebas de PCR y PCR-anidado. El analisis molecular de PCR y PCR-
anidado permitié la amplificacion de fragmentos de 457 y 344 pb,
respectivamente. De las cinco muestras analizadas, cuatro fueron positivas en
la prueba de PCR y las cinco resultaron positivas en la prueba de PCR-
anidado, corroborando asi el incremento de la sensibilidad de la prueba de
PCR por medio de la realizacion del PCR-anidado.



INTRODUCCION

La anaplasmosis

La anaplasmosis es una enfermedad de distribucion mundial, considerada la
anemia hemolitica infecciosa mas severa del bovino, la enfermedad aguda se
presenta como anemia, pérdida de peso, aumento de la temperatura corporal y
frecuentemente la muerte. Los animales que sobreviven a la enfermedad
aguda permanecen como portadores del parésito de por vida de forma casi
asintomatica. Es transmitida principalmente por garrapatas ixédidas mientras
estos hematofagos se alimentan del ganado, es una enfermedaa causada por
un parasito intraeritrocitico obligado, el Anaplasma, perteneciente al género
Ehriichia (genogrupo ll), dentro del orden Rickeftsiales. Se conocen cuatro
especies del género Anaplasma como agentes causales de la anaplasmosis: el
Anaplasma marginale que es la especie mas patdgena, el A. centrale causante
de una forma menos patégena de anaplasmosis en bovinos, el A. caudatum
que también afecta al ganado bovino y el A. ovis, causante de un padecimiento

limitado a ovinos y caprinos (Brayton et al., 2005; Corona et al., 2004; Torioni

et al., 1998).

El Anaplasma marginale

El Anaplasma marginale es un parasito intraeritrocitico obligado que se ubica
en la periferia de los glébulos rojos de bovinos y otros rumiantes (Figura 1). El
Anaplasma marginale fue descrito por primera vez por Sir Arnold Theiler en

eritrocitos de bovinos sudafricanos 1910 (Eriks ef al., 1993; Kocan et al., 2003).



Anaplasma marginale con tres unidades infectivas dentro
de su vacuola parasitéfora, Tomade de Kocan, Clinical
Microbiology Reviews, Vol. 16, No. 4, p. 698-712 (2003).

Clasificacion taxonémica

Los organismos en el orden Rickettsiales fueron recientemente clasificados
basados en caracteristicas biolégicas y analisis genético de las secuencias de
ARN ribosomal 168, groESL y las proteinas mayores de superficie. Estos
estudios filogenéticos pueden sustentar consistentemente la formacién de
cuatro genogrupos distintos dentro de la familia Anaplasm.ataceae: (i)
Anaplasma, con un minimo de 96.1% de similitud entre si (donde se encuentra
el A. marginale), (ii) Ehrlichia con un 97.7% de similitud, (iii) Wolbachia con un
95.6% de similitud; y (iv) Neorickettsia, con un 94.9% de similitud. Los
organismos clasificados dentro de la familia Richettsiaceae son bacterias

intracelulares obligatorias que crecen libremente dentro del citoplasma de las

células eucariontes, estos son encontrados dentro de vacuolas constituidas por



membranas formadas en el citoplasma de la célula hospedero (Weisburg et al.,

1991, Kocan et al., 2003).

Caracteristicas morfolégicas

A. marginale es un microorganismo sin forma definida. Se establecieron tres
categorias de acuerdo a su talla: El clasico cuerpo marginale, una forma
intermedia del cuerpo inicial y la de tamafio pequefio conocido como cuerpo
poliédrico. Visto al microscopio éptico con tincion de Giemsa, se distingue
como un corpusculo esférico de 0.2 a 1.0 um de diametro, todo encerrado en
una membrana doble de 40 a 50 nm de grosor. No tiene citoplasma, de alli su
nombre Anaplasma, ubicade en la periferia (marginale) del interior de eritrocito

(Corona et al., 2004; Bautista 1996; Melman et al., 2004).

Los cuerpos iniciales que se encuentran dentro del eritrocito, estan formados
por material fibrilar y agregados granulares electrodensos que contienen ADN,
ARN y Hierro organico, rodeados por una doble membrana de 40-50 pm de
espesor, en un protoplasma electrén lucido, estos cuerpos iniciales, a la vez,
son limitados por una vesicula intracitoplasmatica, constituida por una sola
membrana, y que también posee material fibrilar, nombrada cuerpo de inclusién

(Bautista 1996; Corona et al., 2004; Melman ef al., 2004).

Este hemoparasito se caracteriza ademas, por producir catalasas, no producir
pigmentos y no formar esporas u otros estados de resistencia. Es sensible a la
tetraciclina doxycyclina y el rifampin. Es resistente a las penicilinas,

sulfonamidas, estreptomicina y arsenicales. Su infectividad puede ser destruida
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al exponerlo a 60°C, al menos por 50 minutos y a rayos X o a sonicacién a

35°C por 90 minutos (Branger et al., 2004; Corona et al., 2004),

Cepas del Anaplasma marginale

Existen una gran cantidad de cepas de Anaplasma marginale, De la fuente y
colaboradores citan 34 cepas diferentes. Las cuales se diferencian y ordenan
por afinidad filogenética, basada en la variaciéon pesos moleculares y cambios
en las secuencias de los genes que codifican las proteinas inmunogénicas de

la superficie de la membrana externa del parasito (De La Fuente ef al., 2003 b).

Fenémeno de “exclusion de infeccion”

En varias areas donde la anaplasmosis es una enfermedad endémica se ha
demostrado que una infeccién de un genotipo de A. marginale excluye a las
infecciones de otros genotipos, este fenémeno es referido como u.exclusic’)n de
infeccion” lo que da como resultado el establecimiento de un solo genotipo por
hospedero. Este fenémeno es una de las causas por lo que cominmente todos

bovinos infectados de un hato o de una regién determinada comparten la

misma cepa (De La Torre et al., 2003 a).

El mecanismo por el cual ocurre la exclusién entre cepas de Anaplasma
marginale dentro de un mismo hospedero es aln desconocido. Se ha
demostrado que animales infectados con A. centrale se infectan con A.
marginale, lo que sugiere que el fenémeno de exclusién de infeccién puede no
operar para todas las cepas de Anaplasma spp., 0 que s6lo ocurre en bovinos

infectados con cepas de la misma especie (Kocan et al., 2003).



Algunos bovinos portadores de anaplasmosis de hatos de regiones endémicas
que tienen mas de una cepa de Anaplasma marginale en su organismo, estos
portadores con cepas genéticamente heterogéneas mantienen esos genotipos
trasmitiéndose de manera estocastica entre los individuos de dicha poblacion.
Estos diversos genotipos deben de surgir de una cepa precursora comun y
estos cambios genotipicos deben de ser un evento infrecuente. Aunque hay
bovinos que presentan una infeccion mditiple con cepas de genotipos
marcadamente distintas. Tal parece ser que la exclusion competitiva entre
cepas de Anaplasma marginale dentro de un mismo hospedero responde a la
semejanza genética entre las mismas, presentdndose preferentemente entre

cepas con mayor similitud en su secuencia (Palmer et al., 2004 A).

Otra hipétesis menciona que esta diversidad encontrada en algunos
hospederos asintométicos es debida a una serie de eventos de transmisién
separados, en donde cada uno introduce un nuevo genotipo dentro del bovino y
este es mantenido transmitiéndose entre el ganado de una poblacién (Palmer

et al., 2001; Palmer et al., 2004 a).

Diferencias entre Anaplasma marginale y Anaplasma centrale

El A. marginale y el A. centrale estan fuertemente emparentados. La proteina
mayores de superficie 2 y sus epitopos se encuentran conservados en ambas
especies, por ello; en pruebas de fijacién del complemento, prueba de
aglutinaciéon en tubo y ELISA, ambas especies muestran reacciones

serolégicas cruzadas. La proteccion cruzada para A. marginale puede



adquirirse por una infeccion con A. centrale (Inokuma et al, 2001). No
obstante; es posible encontrar diferencias como:

o Lavirulencia. El Anaplasma marginale es la especie mas patégena para
los bovinos, en cambio el Anaplasma centrale ain en infecciones
severas causa una anemia ligera (Inokuma et al., 2001).

o La distribuciéon geogréafica. Al igual que el A. marginale, el A. centrale
estd ampliamente distribuido alrededor del mundo, con excepcion de
Norteamérica en donde no se ha reportado (Inokuma et al., 2001).

o La morfologia, apoyandonos en la localizacién del agente infeccioso
dentro del eritrocito, el primero se localiza en el margen o periferia del

eritrocito, mientras que el segundo se ubica en el centro del mismo

(Inokuma et al., 2001).

Por medio de pruebas de PCR se determiné y comparo la relacién filogenética
entre A. centrale y A. marginale, teniendo un nivel de similitud del 98.08% de su

genoma (Inokuma et al., 2001).

El Anaplasma phagocytophilum que afecta al ser humano, presenta una’
similitud frente al A. marginale de aproximadamente del 65% con respecto a la
proteina mayor de superficie cinco, por lo que sea han registrado algunos

casos de respuesta inmune cruzada (Dreher et al., 2005).

Transmision
Las vias de transmision mas importantes son la picadura de artropodos

hematéfagos infectados y la iatrogénica (mecénica).



La transmisién por atropados hematdfagos parasitados es llevada a cabo por
garrapatas. Uno de los géneros que mas frecuentemente funge como
hospedero es el de las garrapatas ixodidas. Se cohocen unas 20 especies de
garrapatas involucradas en la transmisién biolégica de A. marginale, entre
estas se encuentran: Boophilus microplus, B. annulatus, B. decoloratus,
Rhipicephalus simus, R. bursa, R. sanguineus, Ixodes risings, Hyalomma
lusitanicum, Dermaceptor andersoni D. variabilis, D. occidentalis, Dermacentor,

Hyalomma spp., Ixoide spp. etc. (Eriks et al., 1993; Kocan et al., 2003; Melman

et al., 2004; Sanchez).

En contraste con otros vectores artrépodos de microorganismos patégenos, el
contacto entre garrapatas ixodidas y el mamifero hospedero son largos,
normalmente de varios dias, y requiere la adaptacién de los érganos de la
garrapata para modificar el area de la piel de la cual se alimentara formando la
lesion. Las garrapatas que actian como vectores de Anaplasma marginale
retienen la competencia para ser hospederos del parésito durante un largo
tiempo (hasta 60 afios), aln cuando no exista una interacciéon continua entre el

agente patégeno y la garrapata (Futse et al., 2003; Léhr et al., 2002).

Las anaplasmosis también es trasmitida mecéanicamente a través de las piezas
bucales de insectos hematéfagos como tabanos (Tdbanus spp.), moscas de
establos (Stomoxys calcitrans) y mosquitos (Siphona spp. y Psophona spp.), la
importancia de esta via de transmisién varia segun la ubicacién geogréfica,

siendo esta via transmisién la de menor importancia en paises como Estados



Unidos de Ameérica, pero en lugares como Centroamérica, Sudamérica vy
Sudafrica es considerada la mayor ruta de diseminacion del A. marginale, esto
sucede en areas donde las garrapatas no son vectores biolégicos del parasito

(Corona et al., 2004; Kocan et al., 2003; Melman et al., 2004).

La transmision mecanica iatrogénica es en la que transmiten directamente
eritrocitos infectados, ya sea a través de la inoculdcion directa por agujas o
instrumentos quirtrgicos contaminados como: sierras descornadoras, pinzas de
nariz, instrumentos de tatuaje, dispositivos de marcacién de oido e
instrumentos de castracion. En paises como Estados Unidos de América donde
las cepas de A. marginale no son transmitidas por garrapatas, o donde las
garrapatas han sido erradicadas por hormigas de fuego, la transmision

mecanica es el mayor modo de transmision. (De La Fuente ef al., 2003 A;

Kocan et al., 2003).

También se reporta la transmisién vertical de tipo placenta-feto cuando la
madre sufre anaplasmosis aguda. El A. marginale puede atravesar la barrera
placentaria entre en el segundo y tercer trimestre de gestacién e infectar al feto.
Probablemente esto no sucede dentro de los eritrocitos, sino en una fase
extraeritrocitaria del parasito. Se menciona que la transmision trasplacentaria
debe ser tomada en cuenta como factor de riesgo en zonas donde la
anaplasmosis es endémica. Se han reportados prevalencias del 15.6% de
anaplasmosis por transmision uterina en Sudafrica (Corona et al., 2004; Kocan
et al., 2003). Ademas de los bovinos existen otros animales susceptibles a la

anaplasmosis, estos se reportan con infecciones subclinicas de Anaplasma
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marginale y por tanto constituyen un reservorio para el parasito, las especies
reportadas son. bufalpos de agua, antilopes africanos, ovinos, caprinos,

bisontes, alces y venados (De La Fuente et al., 2003 b; Kocan et al., 2003).

Ciclo de Vida

El ciclo de vida del Anaplasma marginale se lleva a cabo tanto en la garrapata

vector como en el mamifero hospedero (Figura 2) (Melman et al., 2004).

o® o

Dermacentor spp ;
R Rmp:cepham sp

) A
Qé\:“ ib En cada sitio de
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/\. Forma reticulada
{vegetativa)
—~ ;
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O | oda® &
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Figura 2. Ciclo de vida del Anap/asma marginale. Modificado de Kocan, Clinical Microbiology
Reviews, Vol. 16, No. 4, p. 698-712 (2003).

En la garrapata el parasito es adquirido al picar un animal infectado.
Anaplasma marginale invade células viscerales y luego pasa a las células del
musculo intestinal donde continda su desarrollo. Posteriormente pasa a las

glandulas salivales donde se reproduce, forma colonias en las cuales madura,
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se hace infectivo y es inoculado al mamifero durante el proceso de

alimentacion (Melman et al., 2004; Léhr et al., 2002).

El ciclo en el vertebrado se inicia con la picadura de la garrapata que lo inocula
al animal sensible. Una vez en el torrente sanguineo, el parasito se une a al
eritrocito maduro, durante la infeccion celular, el Anaplasma marginale
ensambla un apéndice de filamentos de actina, entra hasta su citoplasma, el
eritrocito se deforma formando una vacuola parasitéfora donde el parasito se
aloja. El Anaplasma marginale se reproduce dentro de una vacuola parasitéfora
formada de la membrana de eritrocito invaginada, durante la réplica dentro de
esta vacuola, se divide por fisién binaria hasta formar un nimero variable de
unidades infectivas (entre 2 y 8). Seguidamente el parasito madura y las
nuevas unidades infectivas inician el proceso de salida abriendo poros en la
vacuola y la membrana del eritrocito, sin lisarlo, para iniciar un nuevo ciclo de
invasion a nuevos eritrocitos (Bautista 1996; De la Fuente et al., 2002 A;

Melman et al., 2004; Stich et al., 2004; Torioni et al., 1998).

La persistencia de Anaplasma marginale en el huésped bovino permite a la
garrapata adquirir y subsecuentemente transmitir el patégeno, lo cual es basico
para el ciclo, ya que la garrapata no transmite el parasito a la siguiente

generacién (Palmer et al., 2004 b).



Patogenia y signos clinicos
A marginale es estrictamente intracelular, un parasito obligado que infecta al

eritrocito bovino que raramente se observa fuera de las células (Figura 3)

(Corona et al., 2004).

ey B
q os lasma marginale.
Modificado de Kocan, Clinical Microbiology Reviews, Vol. 16, No. 4, p. 698-712 (2003).

El periodo prepatente durante la incubacion de la enfermedad es de dos a tres
semanas Yy la duracién depende de la cantidad de organismo infectante. Un
animal infectado no presenta sintomas clinicos hasta que mas de un 15 % de
los eritrocitos no hayan sido parasitados. La infeccién se hace patente
microscopicamente de dos a seis semanas después de la transmision,
dependiendo del nimero de organismos transmitidos y de la virulencia del

agente aislado. La enfermedad se caracteriza por una marcada anemia
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hemolitica, altos niveles de rickettsemia, disminucién del peso, aborto y en
muchos casos la muerte en animales de méas de tres afios de edad. La anemia
maxima ocurre de uno a seis dias después de la parasitemia y persiste por
cuatro a 15 dias. En el pico de la infeccién més del 75% de los eritrocitos
pueden estar infectados. El periodo de convalecencia es de uno a dos meses,
y estd acompafnado por incremento de la hematopoyesis y puede haber
recurrencia de la parasitemia. Los parametros hemdticos retornan a los
normales, pero los organismos contindan presentes en la circulacién periférica

(Bautista 1996; Corona et al., 2004; Torioni et al., 1998).

Ya iniciada la infeccién en el rumiante, el nimero de eritrocitos se duplica entre
24 y 48 horas, los eritrocitos infectados se eliminan del torrente circulatorio
mediante fagocitosis por las células del reticulo endotelial del bazo, higado y
nddulos linfaticos; induciéndose el desarrollo de una fase de inflamacién aguda.
La subsecuente fiebre, temperaturas de hasta 41°C, es el primer sintoma
clinico de la enfermedad. La respuesta febrii es seguida de depresién
inapetencia, respiracion acelerada, deshidratacién, constipacién y debilidad
muscular acompafada de una acidosis severa. La destrucciéon continua de
eritrocitos, sin liberacién de hemoglobina, trae consigo palidez mucosal, sangre
acuosa Yy posteriormente ictericia, pudiendo aparecer anticuerpos
antieritrocitarios, lo que puede exacerbar la anemia. Luego de esta fase aguda
se presenta la hiperaguda, donde ocurre una pérdida dramatica de peso,

aborto en vacas prenadas, fallo cardiopulmonar y muerte. Estas Ultimas

consecuencias ocurren con frecuencia al cabo de las 24 a 36 horas del pico de
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parasitemia, donde hay infectados hasta un 90% de los eritrocitos (Bautista

1996; Corona ef al., 2004; Sanchez).

Los eritrocitos infectados con Anaplasma son rapidamente eliminados de la
sangre conforme se desarrolla la inmunidad. Un animal que se haya
recuperado de la enfermedad serd portador crénico de la enfermedad, en este
estado la anaplasmosis se caracteriza por ciclos fluctuantes y repetitivos de
rickettsemia (entre 10%° a 107 eritrocitos infectados por mililitro de sangre),
indetectables microscopicamente pero pueden ser detectables con pruebas de

PCR (Bautista 1996; Eriks et al., 1993; Torioni et al., 1998).

Las huellas postmortem que deja esta enfermedad son atribuidas
fundamentalmente a la anemia hemolitica severa. Hay esplenomegalia y el
bazo tiene una coloracién rojo marrén. Son comunes la hepatomegalia y un
engrandecimiento de la vesicula biliar, con bilis oscura. Si el animal ha muerto
en estadios tardios de la infeccién aguda se puede presentar ictericia. (Corona

et al., 2004).

La anaplasmosis en el mundo

La anaplasmosis bovina es una enfermedad de distribucién mundial. Su
prevalencia varia segln el clima de la zona, en climas tropicales o
subtropicales generalmente excede el cincuenta por ciento, por el contrario; la

prevalencia en dreas mas templadas frecuentemente es menor al cincuenta por

ciento (Bautista 1996).
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En el continente americano la anaplasmosis bovina es endémica en México,
América central, Sudamérica, Islas Caribe con excepcion de las zonas
desérticas y las cadenas montarosas altas. En Estados Unidos de América los
estados de la costa del golfo de México,-os estados oeste, medio oeste y los
estados surefios cercanos al mar Atlantico también son zona endémica (Kocan

et al., 2003).

Del mismo modo se ha encontrado Anaplasma marginale en lugares con
climas frios, como en el Tibet en China donde se encontraron 10 animales
positivos a la enfermedad, o en Suiza en el 2002, hubo un brote de
anaplasmosis donde 286 animales fueron afectados. La distribucion de la
anaplasmosis ha cambiado debido al calentamiento global, el cual influencia el
movimiento de las garrapatas hospederas. Un ejemplo de esta prediccidn es la
confirmacién de anaplasmosis en un bisonte en Saskatchewan, Canada,
durante el verano del afio 2000 (Kocan et al., 2003; Hofmann-Lehmann et al.,

2004; Wen et al., 2002).

Se ha informado de prevalencias del 90% en Sudamérica y Australia. Tasas de
infeccién entre el 73% y 78% para el ganado de Santa Lucia y el Salvador,
respectivamente. En Argentina en el afio 2000 se reportd la existencia de un
rebafio donde el 50% de los animales tenia anticuerpos contra A. marginale por
la prueba de aglutinacién en tarjeta. En Sudafrica se reportd entre un 50-75%

de prevalencia de infeccion. En Venezuela se observé una muy alta incidencia

de la enfermedad y en el estado de Parana, en Brasil, se reportaron valores de
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87.6% de animales positivos en una regién donde la anaplasmosis es

endémica (Bautista 1996; Corona et al., 2004).

La anaplasmosis en México

En México solo se ha identificado al Anaplasma marginale como agente causal
de la anaplasmosis bovina. La anaplasmosis en la Republica Mexicana es
considerada como una enfermedad endémica. En diferentes estudios se han
determinado la prevalencia de la anaplasmosis por medio de serologia, en
zonas del Altiplano (9%), Costa del Golfo de México (33.3%), Norte de
Veracruz (56%) y Oriente de Yucatan (93.3%) respectivamente. En otro estudio
en el estado de Yucatan, se arrojaron prevalencias del 50% en animales
jovenes (entre los 3 y 36 meses de edad) y 76% en animales de edad adulta
(pasados los tres afos). Y un ultimo estudio de la prevalencia del Anaplasma
marginale en el estado de Veracruz realizado por PCR demostré una
prevalencia del 69.2% en los animales estudiados (Bautista 1996; Cossio-

Bayugar et al., 1997; Figueroa et al., 1993; Sanchez).

Esta alta prevalencia esté asociada con un significativo rango de transmision,
pues el 26% del ganado que murio en México durante 1995, fue debido al
movimiento de ganado susceptible a areas con alta prevalencia de la
enfermedad y por la subsiguiente transmision de la misma (Corona et al,

2004).



Pérdidas originadas por la anaplasmosis bovina

La anaplasmosis bovina causa importantes pérdidas econdmicas en muchos
paises, debido a la alta morbilidad y mortalidad en el ganado susceptible. Las
pérdidas son estimadas por varios parametros, como la perdida de peso, la
reduccién la produccion de leche, abortos, el costo de los tratamientos y la
mortalidad. En Estados Unidos se reporta una mortalidad anual entre 50,000 a
100 000 animales muertos, con un costo de hasta 300 millones de délares. Se
ha calculado que en Latinoameérica la anaplasmosis produce pérdidas anuales
de aproximadamente unos 800 millones de ddlares. En 1993 en Cuba se
registré una pérdida de 2 millones de dodlares por mortalidad a causa del
Anaplasma marginale. La anaplasmosis es responsable de pérdidas
importantes en la ganaderia de México. Tan solo en 1980 se estimaron
pérdidas por mas de 3,000 millones de pesos considerando costos de
tratamientos, bajas de produccién en animales convalecientes, mortalidad y

abortos (Bautista 1996; Corona et al., 2004; Kocan et al., 2003).

Respuesta inmune del huésped

El estudio de los mecanismos inmunes protectores contra A. marginale se
focaliza fundamentalmente en la fase aguda de la enfermedad. La respuesta
celular se correlaciona parcialmente con el desarrollo de la inmunidad. En
contraste, la respuesta humoral se correlaciona pobremente con el desarrollo

de resistencia (Corona et al., 2004).



Respuesta inmune innata o natural

La anaplasmosis es una enfermedad que puede ser contraida a cualquier
edad, sin embargo la mortalidad y severidad aumentan con la misma. Los
terneros de menos de seis meses exhiben una resistencia natural, pues aun
cuando se infectan rara vez se observan signos clinicos. Posiblemente debido
a que la respuesta inmune celular es mayor por la competencia del timo, el
sistema hematopoyético es mas activo y por el papel mas activo de la
hemoglobina fetal. La inmunidad pasiva (anticuerpos), por el calostro provee al
becerro de una resistencia innata hasta cerca de los nueve meses de edad.
Entre los seis meses y los tres afios la resistencia va en decremento y la

mortalidad aumenta conforme aumenta la edad (Bautista 1996; Corona et al.,

2004).

Respuesta inmune humoral

La respuesta humoral en contraste con la respuesta celular desempefia un
papel de menor proteccién. Aunque se reconoce que los anticuerpos
opsoninzantes de bovinos inmunizados contra alguna proteina mayor de

superficie aumentan la fagocitosis in vitro significativamente (Bautista 1996).

Los animales infectados desarrollan anticuerpos, fundamentalmente del tipo
IgG e IgM, y exhiben durante las (ltimas etapas de la infeccion aguda una
respuesta mediada por células, en la que aparecen los macréfagos activados
segregando interferén gamma (IFN-y), que estimula fuertemente la proliferacion
de linfocitos de sangre periférica. Sin embargo, existen antigenos claves de A.

marginale que estimulan la produccién de anticuerpos neutralizantes, por lo
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que la respuesta humoral juega algun papel en el desarrollo de la inmunidad
contra la. anaplasmosis. Se ha planteado la hipotesis de que la eliminacion de
A. marginale requiere de la induccién de niveles altos de anticuerpos de la
subclase 1gG, dirigidos contra los epitopos B de la superficie del

microorganismo (Corona et al., 2004).

Cabe senfalar, que algunos de los anticuerpos producidos por la Anaplasmosis
bovina son inoculados en animales libres de Anaplasma marginale estos

reaccionan ocasionalmente con eritrocitos intactos de individuo (Bautista 19986).

Los anticuerpos producidos contra Anaplasma marginale pueden durar muchos
afios en el organismo, mediante realizacibn de pruebas de ELISA
complementaria (cELISA) en un estudio para detectar anticuerpos producidos
por una vacuna de A. centrale, se comprob6 que tres afos después de la
vacunacién la mayoria del ganado estudiado (94%) era serolégicamente
positivo. En otro estudio anticuerpos contra A. marginale fueron detectados por
cELISA en suero de ganado con infeccion persistente, cuya inoculacién habia

sido 6 afios antes (Knowles et al., 1996; Molad et al., 2006).

Epitopos dependientes estructurales

Los anticuerpos generados por los linfocitos B del organismos hospedero
contra Anaplasma marginale no solamente tienen como objetivo los epitopos
encontrados dentro de las proteinas mayores de superficie (MSPs) localizadas
en las membrana, sino también requieren de epitopos dependientes

conformados por estructuras secundarias y terciarias originadas de éstas. En el
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caso de la proteina mayor de superficie cinco (MSP5) toda su respuesta
inmune esta restringida a los epitopos conformado de manera dependiente. Lo
anterior podria explicar el porqué la inmunizacién con proteinas mayores de
superficie; ya sean nativas o recombinantes, solas o en combinacién, fallan en
inducir una respuesta inmune completa contra el parasito. La membrana
externa del Anaplasma spp. estéd compuesta por MSPs ligadas covalentemente
y no covalentemente en complejos multiméricos con puentes de bisulfuro

(Munodzana et al., 1998).

Respuesta inmune celular

Como mecanismos clave de la inmunidad celular se tiene la fagocitosis y
muerte de los pardsitos intraeritrociticos llevada a cabo por macréfagos
activados. Por otra parte, se han sefalado que los linfocitos THI (una subclase
de linfocitos T cooperados que producen principalmente interleucina 2 (IL-2) e
interferén gamma (IFN-y) probablemente desempefan un papel importante en

la proteccién contra microorganismos patégenos intracelulares (Bautista 1996).

Asimismo, se ha sugerido que la activacion de los macréfagos mediada por
células T CD4+ que llevan la opsonizacion, fagocitosis y destruccion del
patdgeno. Los factores solubles de células mononucleares (linfocitos y
monocitos) de la sangre del ganado infectado reducen la proporcion de
eritrocitos que contienen organismos viables “in vitro”, indicando que puede
ocurrir un mecanismo independiente de anticuerpos para el control de la
rickettsemia durante la anaplasmosis aguda. La inmunizacién con membranas

externas purificadas de Anaplasma marginale inducen proteccion completa
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contra la infeccién, generando una respuesta inmune de tipo 1, esto es debido
a la secrecion de interferén gamma mediada por los linfocitos T CD4+ en
presencia de las proteinas MSP1, MSP2, MSP3 y MSP4, ademas de la
produccién de inmunoglobulinas G2 (IgG2) contra la proteina mayor de

superficie MSP2 (Corona et al., 2004; Lépez et al., 2005).

El ganado que se recupera de una infeccién aguda desarrolla resistencia a una
reinfeccion con la misma cepa. En algunos casos el ganado recuperado queda
desprotegido o parcialmente protegido contra aislamientos heterdlogos. A
pesar de que ante la invasion de este parasitc median ambas respuestas, el
sistema inmune del hospedero es incapaz de eliminar completamente la
infeccién en la fase cronica de la enfermedad. Esto podria deberse a la
variabilidad antigénica de este microorganismo. Se ha visto que tanto en la fase
aguda como en la crénica hay un comportamiento de aumento y disminucién
de los niveles de eritrocitos infectados, lo cual sugiere que participan los
mismos mecanismos de respuesta primaria del hospedero para controlar

ambos ciclos de rickettsemia (Corona et al., 2004).

Epidemiologia

En los sitios donde las garrapatas son abundantes la epidemiologia de esta
enfermedad se caracteriza por la estabilidad enzodtica, que implica la
presencia de un alto porcentaje de ganado infectado, con la rara ocurrencia de
la enfermad clinica. Esta relacién se mantiene debido a dos factores: Ia
inmunidad pasiva (anticuerpos), proveida por el calostro y la temprana

infeccion de los terneros, en los que se demostré que poseen resistencia innata



22

hasta cerca de los nueve meses de edad. Durante esta edad los animales
adquieren la infeccién sin presentar los signos aparentes de la enfermedad y la
inmunidad resultante, una vez establecida, es mantenida en el ganado adulto
mediante reinfecciones, sin sintomas clinicos. En regiones donde la poblacion
de garrapatas se reduce artificialmente con un intenso control, se rompe el
equilibrio, pues no todos los terneros se infectan antes de los nueve meses de
edad, creando asi un segmento de ganado susceptible, que muy posiblemente
desarrollaran la enfermedad clinica aguda cuando tengan contacto con el
hemoparasito tiempo después. Esta situacién es conocida como inestabilidad
enzoodtica, en la cual la enfermedad se vuelve periddicamente aparente,
coincidiendo con periodos favorables para la reproduccion de las garrapatas

(Corona et al., 2004).

La inmunidad previa, la velocidad de transmisién y la edad a la que ocurre el
primer contacto con el parasito (primoinfeccion), determinan el efecto clinico
que causara este contacto entre el huésped y el parasito. Las terneras son
menos susceptibles a la infeccion. El cuadro clinico tipico de la infeccién aguda
por A. marginale ocurre Unicamente en animales adultos susceptibles cuando

se transportan a regiones endémicas (Corona ef al., 2004).

Biologia molecular del Anaplasma marginale

El Anaplasma marginale tiene su genoma distribuido de forma circular, segun lo
descrito en la secuenciacion de la cepa de St. Maries, esta constituido por
aproximadamente 1,197,687 pares de bases, con 949 genes que codifican

proteinas (Figura 4). Contiene un 49.8% de Guanina-Citosina cantidad cercana
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al estudio espectral previo de 56% de Guanina-Citosina. Por otra parte; el
estudio realizado a la cepa Florida presenta una talla que oscila entre
1,200,000 y 1,250,000 pares de bases, determinado por los analisis de
restriccion, con las enzimas Sfi | y Pac | (Corona ef al., 2004; Hallin et al., 2005:

Palmer ef al., 2004 b).

Anaplasma marginale

St. Maries strain

Figura 4. Mapa del genoma secuenciado de la cepa St. Maries de Anaplasma marginale. Tomado de
Brayton, PNAS, Vol. 102, No. 3, p. 844-849 (2005).

El analisis en electroforesis de campo pulsante de los productos de las
digestiones realizadas al genoma de diferentes cepas, dio como resultado la

existencia de un considerable polimorfismo entre estas, aunque la talla total del
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genoma es constante, con un contenido de G + C de 56%, lo cual se determiné
por analisis espectral. Este contenido G-C es inusualmente alto para los
organismos intracelulares obligados, la gran mayoria de los genomas
rickettsiales secuenciados tienen bajos contenidos de G-C de 31% como

promedio (Corona et al., 2004; Palmer et al., 2004 b).

Proteinas de membrana externa

Las proteinas de membrana externa (OMPs del inglés Outer Membrane
Proteins) son las proteinas que conforman la membrana externa del
Anaplésma marginale, al encontrase en la superficie externa del parasito, estas
proteinas median la interaccién con el hospedero, incluyendo el sistema
inmune. Entre estas OMPs se encuentran las proteinas mayores de superficie
(MSPs del inglés Major Surface Proteins). Las proteinas mayores de superficie
representan un importante porcentaje de las moléculas encontradas la
superficie del Anaplasma marginale. Estas proteinas son moléculas
inmunodominantes, las cuales reconoce el organismo del hospedero para

efectuar la respuesta inmune (Palmer et al., 2004 b; Macmillan ef al., 2006).

Proteinas mayores de superficie

La funcidon de las OMPs es dependiente de la conformacién individual de las
proteinas, incluyendo la oligomerizacion, y la interaccion supramolecular con
otras OMPs por medio de interacciones covalente y no covalentes. Existe un

alto grado de unién intramolecular en las proteinas que forman la membrana

externa del Anaplasma marginale, en las cuales; las proteinas de ta membrana

externa se unen considerablemente a través de puentes bisulfuro, formando



25

complejos homoméricos y heteroméricos. La importancia inmunolégica de
estos complejos esta ilustrada por la sélida proteccion contra Anaplasma
marginale desafiada por la inmunizacién usando proteinas externas de
membrana aisladas, la proteccién que no es completamente adquirida por la

inmunizacion de proteinas solas o mezcladas (Macmillan et al., 20086).

Las proteinas mayores de superficie representan un importante porcentaje de
las moléculas encontradas la superficie del Anaplasma marginale. Estas
proteinas son moléculas inmunodominantes, las cuales reconoce el organismo
del hospedero para efectuar la respuesta inmune. En el Anaplasma marginale
se han descrito seis genes (msp7a, msp1B, msp2, msp3, msp4 -y msp5), que
codifican para las proteinas mayores de superficie de los cuerpos iniciales,
portadoras de epitopos B y T, denominadas proteinas mayores de superficie
(MSPs) y designadas 1a, 1b, 2, 3, 4 y 5. Estas proteinas son reconocidas por
anticuerpos neutralizantes y se encuentran en una estrecha relacion
intermolecular en la superficie de la membrana de los cuerpos iniciales y
ademas pueden contener estructuras helicoidales con segmentos
transmembrana, dominios para la constitucién de complejos multiméricos y
regiones que funcionan como secuencia sefial. Algunas de estas proteinas
inducen una proteccion total o parcial en animales vacunados, aungue el nivel y

la uniformidad de la misma es variable (Corona ef al., 2004; Palmer et al., 2004

b).
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Modo de expresion de las proteinas mayores de superficie

Dentro del mamifero hospedero el A. marginale genera variantes antigénicas,
la superficie de su membrana compuesta por numerosas proteinas. La
superficie de membrana esta dominada por dos familias de genes que codifican
proteinas inmunodominantes: la superfamilia msp2 y la msp7. De las 949
secuencias de proteinas codificadas registradas del genoma del A. marginale,
se tienen anunciadas 62 secuencias que codifican proteinas de superficie, de
las cuales 49 pertenecen a una de estas dos superfamilias. Las proteinas de
superficie encontradas en las superfamilias msp2 y msp1 re.presentan un
importante porcentaje de las moléculas esperadas en la superficie del

organismo (Palmer ef al., 2004 b).

La secuenciacion del genoma ha permitido elucidar el mecanismo de
combinacién génica y su combinacion segmental usado por A. marginale para
afectar esta variacion antigénica. Se ha demostrado que hay cambios
simultdneos en las variantes msp2 y msp3 durante la infeccién, y la habilidad
de estas dos moléculas para trabajar en conjunto puede servir para amplificar
la diversidad antigénica de la membrana de superficie e incrementar el
repertorio usado para evadir la respuesta inmune del hospedero. Por ello, la

infeccion persistente es mantenida a través de la variacién antigénica de MSP2

y MSP3 (Palmer et al., 2004 b).

En el A. marginale, la recombinacién entre genes de expresiéon funcional
completa y genes de expresién parcial ocurre frecuentemente, ha sido descrita

en los genes msp2 y msp3, generando variantes estructurales y antigénicas, en
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contraste las recombinaciones entre y dentro del gen msp? son raras o no hay
una fuerte presion selectiva que permita a los organismos expresar secuencias

recombinadas en la poblacién predominante (Macmillan et al., 20086).

Formacién de nuevas superfamilias de genes entre especies del genero
Anaplasma y Ehrlichia

La identificacion de proteinas externas de la membrana (OMPs), de parasitos
trasmitidos por garrapatas de los géneros Anaplasma y Ehrlichia han estado
basadas principalmente en el reconocimiento de anticuerpos y el marcaje de
proteinas de superficie especifico y como consecuencia, esto ha
desencadenado la deteccién de proteinas inmunodominantes sumamente
abundantes. Estos descubrimientos aunados a la secuenciacién completa del
genoma de A. marginale condujeron al establecimiento de una superfamilia de
genes codificadores de proteinas superficiales (pfam01617). Que incluyen
entre sus miembros los genes de las superfamilias msp2 y msp3 del
Anaplasma marginale. A los genes que se encuentran en esta familia les fueron

designados las siglas omp? a omp74 (Noh et al., 2006).

Proteinas mayores de superficie y los genes que las codifican

Gen msp1

La superfamilia msp7 estd hecha por un complejo heterogéneo de mspia y
msp1(, es una sola copia del gen y exhibe diferencias causadas por un nimero

variable de secuencias repetidas una tras otra, de 86-89 pares de bases de

longitud (Palmer et al., 2004 b).
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Gen msp1a

El gen msp1a codifica para la proteina de membrana MSP1a y se encuentra
representado en el genoma por una simple copia. El peso molecular de la
MSP1a es variable dependiendo de las muestras de cada region, por un
secuencia consecutiva de 28 o 29 aminoacidos que se repite. Este gen
presenta un alto polimorfismo de talla entre los aislamientos de distintas
regiones geograficas, debido a que posee secuencias oligonucleotidicas
repetidas en tandem. Estas secuencias se encuentran repetidas 2, 4, 5, 6y 8
veces en el gen en los aislamientos de diferentes partes en Estados Unidos
(Virginia, Washington, |daho y Florida), de ahi el alto polimorfismo de talla
observado, por lo que se ha utilizado para la diferenciacién y deteccion
especifica de aislamientos de A. marginale (Corona et al., 2004; De |la Fuente

etal., 2003 A).

Gen msp1 3

La proteina de membrana MSP1b esta codificada por al menos 2 genes
trascripcionalmente activos: msp787 y msp182. Esta proteina esta codificada
por una familia multigénica, debido al descubrimiento de sus muitiples
poliformismos en regiones discretas variables durante su ciclo de vida dentro
de la garrapata y el bovino, es posible encontrar cepas compuestas con menos
de cuatro copias del gen, en la cepa Florida estas variaciones se identifican con

la letra “F" msp183 (F1-F4) (Camacho ef al., 2000; Kocan et al., 2003).

Este gen también presenta dominios de secuencias repetidas, al igual que

mspia, aungue son de menor extensién. Por ensayos de Fragmentos de
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Restriccién de Longitud Polimorfica (RFLP), se demostré que esta familia de
genes es polimorfica entre aislados de regiones geograficamente-diferentes. En
estos momentos se sabe que todas las copias del gen son capaces de
expresarse y que codifican para proteinas estructuralmente Unicas. (Corona et

al., 2004).

Se ha propuesto que la proteina MSP1b sea codificada en una familia
multigénica por sus multiples poliformismos en regiones discretas variables

(Camacho et al., 2000).

Proteina mayor de superficie uno (MSP1a y MSP1b)

La proteina MSP1 es codificada, conservada y expresada durante la
multiplicacién del parasito en la garrapata y en el bovino, por lo tanto; resulta un
estable marcador genético para muestreos geograficos. Fue originalmente
descrita como AmF105 en 1984, Estd compuesta por dos subunidades MSP1a
(105 kDa) y MSP1b (100 kDa), esta unida por medio de puentes de bisulfuro y
enlaces no covalentes. Esta proteina fue secuenciada en 1991. Se ha
demostrado que el complejo y las dos subunidades separadas, median la
adherencia a los eritrocitos bovinos, esto sugiere que MSP1a y MSP1b
funcionan como adhesinas y participan en la invasién del eritrocito. Ya que
anticuerpos especificos para MSP1 bloguean la unién de A. marginale a éstos.
Ademas estos anticuerpos opsonizan los organismos vivos para la fagocitosis
de los macrdfagos. Actualmente se sabe que existe coexpresion de al menos

dos copias diferentes del gen, en la fase aguda de la anaplasmosis y la



expresién de proteinas MSP1b con epitopos B variables (Camacho et al., 2000

Corona et al., 2004; De La Fuente 2003 A; Vidotto et al., 1994).

La inmunizacién de un bovino con la MSP1 de la cepa nativa de donde
proviene el mismo induce proteccioén contra Anaplasma marginale en animales

que se vean infectados con esa misma cepa (Camacho et al., 2000).

Gen msp2

El gen msp2 estd formado por una familia multigénica, se estima que la
superfamilia msp2 contiene 56 miembros, incluyendo 16 pseudogenes. El
genoma del A. marginale contiene inusual cantidad de pseudogenes
funcionales en la superfamilia msp2, que juegan rol integral en la variacién
antigénica de la membrana de superficie al recombinarse dentro del gen msp2,
generando nuevas secuencias hipervariables y nuevas variantes antigénicas
durante la multiplicacién del parasito, para evadir la respuesta inmune del
hospedero. El gen msp2 presenta una gran variabilidad fundamentalmente en
su extremo 5' y codifica para moléculas proteicas estructuralmente distintas, las
cuales presentan epitopos B diferentes, en las regiones con alto polimorfismo
de aminodacidos. Durante la fase aguda de la enfermedad hay transcripcion de

diferentes copias de este gen paralelamente (Corona et al., 2004; Palmer et al.,

2004 b).

Existe un aumento en la evidencia de que la pérdida de la funcién de algunos
genes o la degeneracion del genoma en especies de microorganismos

patégenos incrementa la adaptacién al hospedero. Los pseudogenes de las
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superfamilias msp2 y msp3 pueden ser remanentes de genes funcionales
resultado de la adaptacion del patégeno al hospedero, en un proceso de
reduccion del contenido gendémico aunado al uso méas eficiente de la
informacién gendmica. Siendo un proceso reductivo de evolucién convergente
causado por la prolongacién de la vida intracelular del pardsito (Kocan et al.,

2003; Palmer et al., 2004 b).

Los pseudogenes de las superfamilias msp2 y msp3 se encuentran
secuenciados de manera parcialmente continua en el genoma, tienen la
mismas secuencias 5°, lo que sugiere un mecanismos similar que regula la
recombinacion dentro de su sitio de expresion, esta especificidad es
garantizada por el sito de recombinacién respectivo 3" en la regién de la
secuencia de cada gen. El control coordinado de la recombinacion de estos
genes contribuye a la evasién de la respuesta inmune del patégeno (Kocan et

al,, 2003).

Proteina mayor de superficie dos (MSP2)

La inmunidad contra el A. marginale es dirigida contra las proteinas mayores de
superficie, incluyendo la MSP2 es codificada por una larga, polimérfica y
multigénica familia que comprende por lo menos 1% de su genoma. Su peso
molecular es aproximado es 36 a 44 kDa ya que experimenta variacion en una
region central hipervariable. Tiene variaciones polimoérficas en su secuencia,
que surgen durante las fluctuaciones altas de los ciclos de la enfermedad
crénica y que juegan un rol importante en su permanencia. Estas variaciones

aln entre clones tienen una semejanza alrededor del 80 y 90%. La proteina
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MSP2 estd presente en la membrana como un tetrdmero adyacente a las
proteinas MSP1, MSP3 y MSP4. Sus subunidades estan unidas mediante
puentes disulfuro, es relativamente inmunodominante (Brayton 2003; French ef

al., 1998; Palmer et al., 2004 b).

La conservacion de la estructura genémica para la generacion de variantes de
MSP2 y de epitopos CD4+ entre A. marginale y A. centrale indica que estas
dos especies presentan un repertorio similar de epitopos MSP2 al sistema
inmune y esto puede ser responsable de la eficacia de proteccién contra A.

marginale cuando se prueban vacunas de A. centrale (Corona et al., 2004).

Gen msp3

El gen msp3 forma parte de una familia multigénica, cuyas copias se
encuentran ampliamente distribuidas a través del cromosoma. El andlisis de la
secuencia de tres genes reveld regiones conservadas y regiones variables
dentro del marco abierto de lectura de los mismos. Existen siete pseudogenes
funcionales para msp3, de los cuales cuatro estan estrechamente relacionados
con el complejo pseudogénico del Anaplasma marginale. Ademas de los
pseudogenes funcionales hay dos remanentes de la secuencia de msp3

(Corona et al., 2004; Palmer et al., 2004 b).

Proteina mayor de superficie tres (MSP3)
La MSP3 estd codificada por una familia multigénica, es también
inmunodominante durante las infecciones natural y experimental. Tiene un

peso molecular aproximado entre 65 a 86 kDa y se puede encontrar ademas en



33

A. centrale y A. ovis. Es estructural y antigénicamente diferente entre cepas de
A. marginale, presenta polimorfismo de talla entre aislamientos
geograficamente diferentes y es expresada por un simple “locus”, en el cual la
variacion de los genes msp3 expresados es generada por recombinacion

utilizando pseudogenes (Brayton ef al., 2003; Corona et al., 2004). '

Gen msp4

El gen msp4 se encuentra como una simple copia en el genoma de A.
marginale y codifica para la proteina (MSP-4). Tiene un péso molecular
aproximade 31 kDa. Un rasgo peculiar de este gen, es que la secuencia de la
regién 3' contiene repeticiones imperfectas invertidas que exhiben abundantes
estructuras secundarias. Se ha demostrado que este gen proporciona
informacion filogenética sobre la evolucién de los aislamientos de A. marginale,
a diferencia del gen msp7a, que puede brindar informacién filogeografica, sélo
cuando se analizan un gran nimero de aislamientos de un area geogréfica

(Corona et al., 2004; Vidotto et al., 1994).

El gen msp4 es dificil de clonar en E. coli, esta observacién se aclara porgue el
gen msp4 esta flanqueado por dos pseudogenes de msp3, esta proximidad

hace a esta regién inestable cuando es clonada por vectores procariontes

(Palmer et al., 2004 b).

Proteina mayor de superficie cuatro (MSP4)
La proteina MSP4 tiene un peso molecular aproximado de 31 kDa, es

altamente conservada entre los distintos aislamientos de A. centrale y A.
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marginale. Esta proteina contiene bloques de aminoacidos relacionados con la
proteina MSP2. Sus epitopos conservados son de gran importanc_ia tanto para
el diagnostico como para el desarrollo de una vacuna. Se ha comprobado que
funciona como adhesina al igual que la MSP2 y las subunidades del complejo
MSP1 y que tanto la nativa como la recombinante protegen a animales

inmunizados en retos con cepas homdlogas (Corona et al., 2004).

Gen msp5

El gen msp5 esta representado en el genoma como una simple copia,
altamente conservada entre las especies de Anaplasma, las cepas de A.
marginale estudiadas muestran hasta de un 95% similitud con respecto a esta
proteina (cepa Florida). La presencia del gen en todas las especies de
Anaplasma, incluyendo A. ovis sugiriendo que este gen es esencial en el ciclo
de vida del parasito, lo que avala el uso de este gen para PCR-anidado como
una prueba de diagnéstico molecular de alta sensibilidad y especificidad para
detectar animales infectados, aunque no se sabe con certeza la funcién de la

proteina (Corona et al., 2004; Torioni et al., 1998).

Proteina mayor de superficie cinco (MSP5)

Es una proteina de 19kDa que se encuentra altamente conservada en todas las
cepas de Anaplasma marginale, A. ovis y A. centrale. De las 6 proteinas
mayores de superficie es la que presenta menos polimorfismos en su
secuencia, siendo una secuencia idéntica en mas del 95% de las muestras de
diferentes animales infectados en distintas etapas de la enfermedad. Es de

poca complejidad estructural y muy importante en el ciclo de vida celular,



aungue se desconoce exactamente su funcion. Se encuentra formando un
dimero en la membrana, cuyas subunidades se unen por puentes bisulfuros. La
proteina nativa y la recombinante muestran el epitopo ANAF16C1, éste es
reconocido por los anticuerpos monoclonales (MAb), estd conservado entre
todas las especies, es expresado en las glandulas salivales de las garrapatas
infectadas y en la forma intraeritrocitica. Es utilizado en ensayos de ELISA
competitivo, para la identificacién de animales infectados persistentemente.
Este epitopo induce altos titulos de anticuerpos en todas las especies
infectadas, incluyendo bovinos, chivos y carneros. La conservacion de la talla
molecular de MSP5 entre cepas, tiene un contraste marcado con el
polimorfismo observado para ofras MSPs de A. marginale, principalmente

MSP1a y MSP2 (Knowles et al., 1996; Torioni ef al., 1998; Visser et al., 1992).

Diagnéstico de la Anaplasmosis

Para el diagnéstico de la anaplasmosis se necesita un método altamente
sensible y especifico que demuestre la presencia del agente causal de la
enfermedad en el enfermo, que permita conocer la prevalencia del
microorganismo en Iés diferentes zonas de los paises tropicales y
subtropicales, ademas de identificar de forma segura a los animales portadores
para el movimiento de animales a zonas libres del hemoparasito. Sin embargo,
los métodos clasicos que permiten detectar al parasito son en general; poco
sensibles, requieren de personal entrenado, consumen tiempo y son Utiles
cuando otros signos y sintomas patonogmoénicos estan presentes. El

diagnéstico de la anaplasmosis se dificulta debido fundamentalmente a lo dificil

de detectar los portadores, ya que no hay sintomas clinicos que lo diferencien
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de los bovinos no infectados y los cuerpos de inclusion dentro de los globulos
rojos no son lo suficientemente numerosos como para ser detectados por los

métodos tradicionales (Corona ef al., 2004; Melman et al., 2004).

Diagndstico diferencial

El diagndstico diferencial de fiebre, anemia hemolitica aguda e ictericia en el
ganado adulto incluye babesiosis, eperytrozoonosis, theileriosis, leptospirosis,
hemoglobinuria bacilar, hemoglobinuria postparto, toxicidad por plantas y
antrax. La ausencia de hemoglobinuria en caso de anemia aguda, apoyada por
la identificacion positiva del eritrocito parasitado, diferencia estas enfermedades

hemoliticas de la anaplasmosis clinica (Corona et al., 2004).

Técnicas diagndsticas

Entre los métodos utilizados para la deteccion del Anaplasma marginale se
pueden citar la subinoculacién de eritrocitos infectados en animales
esplenectomizados, la tincién de Giemsa a los frotis de sangre, la prueba de
inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA del Inglés “"Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay”) vy las técnicas moleculares, como hibridacién de acidos
nucleicos y la prueba de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR del

Inglés, “Polymerase Chain Reaction”) (Corona et al., 2004).

Subinoculacién de eritrocitos infectados
Se utiliza para deteccién de animales portadores, consiste en la subinoculacién
de eritrocitos infectados con A. marginale, a animales susceptibles

esplenectomizados. Sin embargo, este procedimiento no es practico en las
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pruebas de rutina por la manipulacién quirirgica que conlleva y porgque
proporciona poca informacién sobre los niveles de parasitemia (Corona et al.,

2004).

Frontis de sangre tefiidos

Son extendidos de sangre periférica teflidos con colorantes tales como Giemsa,
naranja de acridina (Figura 5). Es un método sencillo, barato y confiable para
detectar parasitemias del orden del 1 a 2%; o sea sd6lo pueden detectar niveles
mayores a 10° eritrocitos infectados por mililitro de sangre. Es un prueba no
apropiada para un gran numero de muestras e incapaz de discernir con
facilidad cuando el eritrocito esta invadido por A. marginale o por A. centrale

(Melman et al., 2004).

Figura 5. Frotis sanguineo tefido con Giemsa, En el nimero uno se sefialan corpusculos de
Heinz de un eritrocito inmaduro y con el nimero dos un eritrocito infectado con
Anaplasma marginale. Tomado de Hofmann-Lehmann, Journal Of
Clinical Microbiology,Vol. 42, No. 8, p. 3775-3780 (2004).



Diagnéstico serolégico

Las pruebas seroldgicas se han utilizado para estudios epidemiolégicos, control
intensivo de garrapatas, centros de inseminacion y transferencia de embriones,
centros de produccién de animales de raza y reproductores de carne y leche

(Corona et al., 2004).

En el diagndstico serologico se encuentran una gran gama de pruebas, como:
Fijacion del Complemento (FC), Aglutinacién en tubos capilares, Aglutinacién
rapida en tarjeta, ensayos de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), y las pruebas
Dot-ELISA y ELISA. Las pruebas serolégicas como fijacion del complemento y
aglutinacion en tarjeta, son los métodos mas comunmente utilizados para
detectar animales infectados con A. marginale en el campo y fueron métodos

aceptados para el movimiento de animales a nivel internacional (Corona et al.,

2004).

Las actuales pruebas serolégicas para la deteccién de la anaplasmosis tienen
un alto margen de error. Todos estos ensayos para la deteccién de anticuerpos
utilizan antigenos crudos obtenidos de A. maginale parcialmente purificado, lo
que provoca que se pierda la sensibilidad y especificidad que se requiere para
un diagnéstico eficaz. Los falsos positivos pueden ocurrir cuando proteinas de
eritrocitos bovinos se encuentran dentro de la solucién del antigeno de A.
marginale usado en algunas pruebas, éste es detectado por anticuerpos
antieritrociticos en el suero bovino aglutinandose. La frecuencia de anticuerpos
contra los eritrocitos se ve marcadamente aumentada en el suero de los

animales vacunados con vacunas derivadas de sangre, tales como las que se



utilizan para Babesia spp. Otra parte de los errores se deben a las reacciones
falso negativas, provocadas en algunos casos por la baja sensibilidad del
método o porque algunos ensayos como el de fijacién de complemento, no
detectan todos los isotipos de las inmunoglobulinas (Corona et al., 2004;

Knowles et al., 1996).

Todas las pruebas serologicas son de baja sensibilidad en la fase prepatente
de la infeccion, debido a la aparicion de parasitos antes que los anticuerpos
hayan alcanzado niveles detectables. Por otra parte, en infecciones multiples
se presentan reacciones cruzadas que podrian conducir a falsos positivos. Los
resultados falsos positivos en pruebas serolégicas también pueden ocurrir
cuando proteinas de eritrocitos bovinos contaminan el antigeno de A. marginale
usado en las pruebas los cuales son detectados por los anticuerpos
antieritrocitarios en el suero bovino aglutinandose. Igualmente, la deteccion de
una respuesta humoral positiva no necesariamente indica la presencia de
infecciéon activa en el huésped ya que las pruebas seroldgicas siguen
detectando anticuerpos aun cuando los pardsitos han sido eliminados. Los
anticuerpos contra A. marginale pueden permanecer dentro del organismo del
bovino hasta 72 meses. La sensibilidad y especificidad de los ensayos
serolégicos dependen en gran medida de una buena preparacion de antigeno a
partir tanto de eritrocitos infectados o, si es recombinante, a partir de cultivos
bacterianos, lo que produce variaciones en la preparacion del antigeno y a su
limitada reproducibilidad, con lo cual se incrementan los resultados de falsos

positivos y falsos negativos (Melman et al., 2004; Knowles et a/., 1996).
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Fijacion del complemento

Esta prueba utiliza el proceso estandar de fijacién del complemento. El
antigeno consiste de cuerpos de Anaplasma que han sido separados del
eritrocito por lisis, aunque se utiliza también una técnica que requiere solo
pequefas cantidades de los reactivos. En campo la fijacién del complemento
ha sido uno de los métodos mas utilizados para de deteccién de Anaplasma
marginale. A pesar de ello, esta técnica presenta una falta de sensibilidad,
produce falsos negativos por su limitada habilidad para detectar bajos niveles
de anticuerpos, ademas de ser una prueba laboriosa y compleja. Se
recomienda ser utilizada como una prueba de monitoreo, pero no para los

programas de erradicacién (Corona et al., 2004).

Pruebas de aglutinacién

Se han descrito dos pruebas de aglutinacién: la aglutinacion en tubos capilares
y la aglutinacién rapida en placa. Esta técnica puede ser desarrollada en el
laboratoric o en el campo, dando el resultade en muy pocos minutos. En ambos
casos el resultado es leido como positivo o negativo, pero no determina titulo
de anticuerpos. Se ha detallado que la aglutinacién rapida en placa produce un

2% de falsos positivos y 16% de falsos negativos en un estudio controlado

(Corona et al., 2004).

Inmunofluorescencia indirecta de anticuerpos (IFI)

Esta prueba ha sido utilizada para el diagndstico de anaplasmosis y estudios
epidemiologicos, pero frecuentemente se han reportado ensayos de IFI que

presentan un numero alto de reacciones falsas positivas y un alto fondo de
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fluorescencia, que se atribuyen al largo periodo de incubacion de esta
enfermedad. En un estudio se realizé una IFI donde utilizaron como antigeno
una muestra cruda de A. marginale, contaminado con membranas eritrocitarias,
dando una serie de resultados falsos positivos y falsos negativos en el ganado

infectado agudamente y en el convaleciente (Corona et al., 2004).

ELISA

La prueba de Inmunoensayo Ligado a Enzima o ELISA (del Inglés Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), es una técnica bioquimica usada para detectar
la presencia de un antigeno o anticuerpo en una muestra. Se han desarrollado
pruebas ELISA para identificar anticuerpos contra A. marginale en suero
bovino. La prueba de ELISA es una prueba que brinda la posibilidad de una
mejor interpretacion de los resultados, comparada con las técnicas serolégicas

antes mencionadas (Tizard ef al., 2002).

La prueba de ELISA se realiza en microfosas preformadas en las placas de
poliestireno. Primero el antigeno es introducido en los pocillos de la placa de
poliestireno, las proteinas se unen firmemente a este material, de modo que
luego de eliminar mediante un lavado vigoroso el antigeno no unido a los tubos
estos permanecen recubiertos de antigeno. Posteriormente el suero que habra
de analizarse se coloca dentro de las fosas, de manera que los anticuerpos
contenidos en él puedan unirse al antigeno que se encuentra fijo en las
paredes de los tubos. Después de la incubacién se realiza un lavado con una
solucién suave detergente para quitar cualquier sustancia o anticuerpos que no

estén expresamente ligados a la reacciéon. A continuacion se adiciona a la
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muestra un antiglobulina ligada a una enzima; este anticuerpo marcador se une
a los anticuerpos especificos del antigeno fijado en la placa. Cuando el
anticuerpo se encuentra con su antigeno se forma el complejo antigeno-
anticuerpo. En seguida del Ultimo paso de incubacién y lavado de la placa, se
anade el substrato de la enzima que da una sefal visible, a mayor intensidad
de color, mayor cantidad de complejos ligados a la enzima. Para una
cuantificacion precisa se mide la densidad 6ptica de la muestra mediante

espectrofotometria (Tizard et al., 2002).

La prueba de ELISA puede detectar animales parasitados por Anaplasma
marginale con bajos niveles de eritrocitos infectados, teniendo una sensibilidad
de 1.1 (+0.5)% de eritrocitos parasitados, por lo que la prueba no resulta idénea

para la deteccién de portadores asintomaticos (Trueblood et al., 1991).

El uso de la proteina MSP5 como antigeno demostré buenos resultados en la
deteccion de diferentes especies del género Anaplasma. Se han desarrollado
técnicas de diagnéstico utilizando anticuerpos monoclonales y antigenos
recombinantes. El establecimiento de un ensayo de ELISA competitivo
utilizando la proteina recombinante MSP5, permitié el incremento de Ila
sensibilidad a un 96% y la especificidad de un 95%, por lo cual pueden
detectarse animales portadores asintomaticos. Se ha sugerido que esta prueba
sea utilizada en estudios epidemioldgicos, programas de erradicagién y para la

regulacién internacional para el movimiento del ganado (Torioni et al., 1997).
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PCR-ELISA

Se han realizado pruebas de PCR-ELISA, esta prueba detecta por ELISA un
fragmento del gen del Anaplasma amplificado previamente por PCR, esto
simplifica el proceso. Mostrando una eficiencia en la deteccién del 92% en
bovinos portadores de A. marginale, en este estudio no hubo falsos positivos

(Gale et al., 1996).

Técnicas moleculares (PCR)

En la actualidad la técnica molecular de Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR, del inglés Polymesare Chain Reaction) es (til en el diagnostico y
deteccién de diversas patologias, es optima en sensibilidad, velocidad y
versatilidad, se ha utilizado para el diagnéstico de enfermedades genéticas e
infecciosas (virus, bacterias, hongos, parasitos y protozoarios), deteccion de
mutaciones, secuenciaciéon directa de secuencias amplificadas, ciencias

forenses y prueba de paternidad (Innis ef al., 1981; White et al., 1989).

Principio de la técnica de PCR

La técnica de PCR esta basada en la amplificacion enzimatica (ADN
polimerasa) de un fragmento de ADN que es flanqueado por dos
oligonucledtidos iniciadores (primers, en inglés). El iniciador proporciona un
extremo 3°OH libre para que las enzimas ADN polimerasas prosigan la sintesis
de ADN. Finalmente los iniciadores son eliminados y reemplazados por
secuencias de ADN, permitiendo asi la sintesis de ADN utilizado dNTP
(desoxinucleotidos trifosfato; dATP, dGTP, dCTP, dTTP), como precursores

para la polimerizacién de ADN (Innis et al., 1981; White et al., 1989).



44

Las sondas de &cidos nucleicos, las cuales hibridan solamente con su
secuencia complementaria, constituyen una prueba sensible y especifica para
el diagnostico. Este tipo de sondas se han utilizado en varias investigaciones
con diferentes fines, dando resultados de mucha relevancia en el diagnéstico

de la anaplasmosis como:

» Mejora la sensibilidad detectando niveles de parasitemia entre 0.0025 y
0.000025 % de eritrocitos infectados en portadores asintomaticos. Esto
hace que la prueba sea 4,000 veces mas sensible que la microscopia
Optica.

» Es capaz de detectar la infeccién en estadios tempranos.

e Se ha utilizado para determinar los niveles de infeccion en garrapatas y
para la identificacién de ganado persistentemente infectado.

¢ Sirve para establecer la prevalencia e incidencia de garrapatas
infectadas en areas enzooticas.

e Eluso de esta sonda ayuda a las estrategias de deteccion y control de la
garrapata, combinado con la vacunacion, para reducir los dafios de la
enfermedad (Corona et al., 2004).

e Por medio del uso de pruebas de moleculares (PCR) se han cuanﬁécado
los niveles de fluctuacion del parasito dentro del bovino hospedero (Eriks
et al., 1993).

« Se ha usado PCR en estudios epidemiolégicos vy en la identificacion de
especies de Anaplasma en rumiantes salvajes como posibles

reservorios de la anaplasmosis y su diferenciacién entre A. marginale y
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A. centrale asi como la diferenciacién entre especies usadas como
vacunas vivas de A. centrale de las infecciones naturales con A.

marginale (Melman et al., 2004).

PCR-anidado (nPCR)

El término PCR-anidado proviene del Inglés “Nested polymerase chain
reaction” es una modificacién de la técnica de Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa (PCR). EI PCR-anidado incrementa la sensibilidad y especificidad
de una prueba de PCR, especialmente cuando se tratan muestras de baja
calidad o con baja concentracién de acidos nucleicos, ademas de reducir la
contaminacién por amplificaciones inespecificas de sitios o locus diferentes al
buscado, a los que los cebadores se ligaron erréneamente por la afinidad o

semejanza de éstos con la secuencia buscada (Quirke and Taylor 1991).

La técnica de PCR-anidado involucra dos pruebas de PCR consecutivas, con
dos pares de cebadores distintos, de tal modo que los cebadores utilizados en
la segunda PCR (internal o nested PCR) flangueen una regiéon gendmica
amplificada en la primera reaccion en cadena (external PCR). La principal
ventaja del PCR-anidado es que si un fragmento inespecifico de PCR fue
amplificado en la primera reaccién, la probabilidad de que esta region
equivocada sea amplificada nuevamente por el segundo par de cebadores es
muy baja. El PCR-anidado puede ser 1000 veces mas sensitiva que 50 ciclos

de un PCR estandar (Quirke and Taylor 1991).
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Por medio del desarrollo de una prueba PCR-anidado acoplado con un analisis
de secuencia e hibridacién para identificar el gen msp5 de A. marginale, se
pudo diagnosticar la enfermedad con un minimo de 30 eritrocitos infectados por
mililitro de sangre, lo cual lo hace de 10-100 veces mas sensible que los PCR

previamente descritos, sondas de ARN y ensayos de hibridacion (Torioni et al.,

1998).

Tratamiento y control

Hasta la fecha no se cuenta con un procedimiento efectivo para el control de la
Anaplasmosis. El sistema para el control de la anaplasmosis no ha cambiando
en los ultimos 60 afios. El control varia dependiendo de la localizacion
geografica e incluye: el control de los artropodos, la administracién de
antibioticos, la vacunacién y el mantenimiento de los rebafios libres de

Anaplasma (Kocan et al., 2003).

La informacién clinica sobre el tratamiento de antibiéticos contra Anaplasma es
escasa, ademas que el Anaplasma es un parasito altamente resistente. El
tratamiento con antibidticos es comun, siendo de uso comun la tetraciclina y
oxitetraciclina. Aunque en estudios recientes se ha encontrado que la
doxycyclina y el rifampin fueron completamente efectivos contra el parasito. En
los casos clinicos severos se hace necesaria la terapia de soporte, mediante la
aplicacion de hidratantes, antihistaminicos y analgésicos para eliminar de

manera efectiva los estados de portador (Branger et al., 2004; Corona et al.,

2004; Sanchez).
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Vacunacién
El control ideal de la infeccion de Anaplasma marginale requerira tanto de una
vacuna efectiva como de una identificacion certera de los individuos portadores

(Knowles et al., 1996).

El control de artrépodos no es practico en muchas areas y Unicamente ofrece
una prevencidn parcial, lo cual ocurre cuando se presentan otras vias de
transmisién de la enfermedad, ya sea por instrumental contaminado o por
insectos hematoéfagos. La guimioterapia es costosa y frecuentemente no puede
ser aplicada a todo el ganado, y el uso excesivo de antibiéticos incrementa el

riesgo de desarrollar cepas resistentes (Kocan ef al., 2003).

La vacunacidén aun con todas sus limitantes, es mencionada como la opcién
mas econdmica y efectiva para el control de la anaplasmosis bovina alrededor
del mundo. Las vacunas para el control de la anaplasmosis pueden ser
divididas en dos grupos: vacunas vivas y vacunas muertas, ambos tipos
vacunas se desarrollan a base de eritrocitos infectados. Ambos tipos inducen
inmunidad que reduce o previene los efectos clinicos de la enfermedad, pero
estas vacunas no previenen que el bovino se convierta en portador crénico de

la enfermedad (Kocan et al., 2003).
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Vacunas vivas

El uso de las vacunas vivas para el control de la anaplasmosis fue iniciado por

Sir Arnold Theiler a inicios del afio 1900 y continua siendo la vacuna de

eleccion en varias partes del mundo. Generalmente, para la produccién de la

vacuna se utilizan bovinos esplenectomizados mantenidos en condicicnes de

cuarentena, a los que se les inocula experimentalmente una cepa definida para

fungir como fuente de sangre infectada (Kocan et al., 2003).

Existen tres estrategias para elaborar vacunas vivas contra la anaplasmosis:

1.

Método de infeccidn-tratamiento. Este tratamiento -involucra la
inoculacion de eritrocitos infectados con Anaplasma marginale al bovino
que se desea inmunizar, seguido de un tratamiento con dosis bajas de
tetraciclina durante la aparicién inicial de la infeccién. El bovino se
convierte entonces en portador persistente, sin experimentar la fase
aguda de la enfermedad y es subsecuentemente inmune a la exposicion
de esta y otras cepas. Sin embargo, incluso con tratamientos oportunos
con tetraciclina, el control de la reaccion postinoculacidon es
frecuentemente insuficiente para prevenir el estado agudo de Ia
enfermedad (Kocan et al., 2003).

Vacunacién con cepas atenuadas de A. marginale. Las cepas
atenuadas han sido consideradas para la fabricacion de vacunas vivas
comerciales. La atenuacién del Anaplasma marginale es realizada por
la inoculacién del parasito a una oveja o venado. No obstante, se han
observado reacciones adversas después del uso de esta vacuna,

presentando signologia tipica de la enfermedad, e incluso la muerte. El
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uso de estas vacunas no es recomendada en bovinos mayores de 12
meses. Asimismo, se ha reportado que las vacunas mditiples (contra
anaplasmosis y babesiosis) han fallado en inducir respuesta inmune
contra A. marginale dando como resultado en algunos casos la
presentacion clinica de la enfermedad (Kocan et al., 2003).

. Vacunas vivas de Anaplasma centrale. Asilada por Sir Arnold Theiler
a inicios del afio 1900, es la vacuna viva mas usada para el control de la
anaplasmosis bovina. Theiler observé que la A. centrale era menos
patégena que A. marginale, ademas que los animales afectados por A.
centrale desarrollaban inmunidad contra A. marginale, evitando asi su
presentacion clinica. Ya que ambas especies comparten epitopos
inmunodominantes se genera inmunidad cruzada. Su uso se limita a
paises donde la A. centrale ya esta presente en el medio (como
Sudafrica e Israel), por lo que paises como México que no tienen
registro de la presencia de A. centrale dentro del pias, no pueden utilizar
este tipo de vacunas. Aungue raramente no se hayan reportado fallas en
las vacunas vivas de A. centrale, parece ser que las vacas lecheras de
alta produccién son severamente afectadas por la infeccién de
Anaplasma centrale, asimismo varios autores advierten que estas
vacunas no proporcionan proteccién contra cepas de diversidad
antigénica y de alta virulencia de A. marginale en otras partes del mundo

(Kocan et al., 2003; Molad et al., 2005).
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Efectos secundarios de las vacunas vivas

El repetido uso de vacunas vivas en bovinos puede resultar en la produccion de
anticuerpos antieritrocitarios, los cuales cuando sean ingeridos por los becerros
en el calostro generen anemia hemolitica. Otro riesgo es que las vacunas
derivadas de sangre pueden transmitir otros patégenos que hayan infectado
persistentemente al bovino. Como en un caso reportado de leucosis bovina por
la aplicacién de vacunas vivas infectadas. Es recomendado que el uso de
vacunas vivas derivadas de sangre sea restringido al area donde fue
producida. Se ha comprobado que las vacunas contra A. marginale solo son
efectivas en los hatos de donde se encuentra la cepa de la cual fue elaborada

la vacuna (Camacho et al., 2000, Kocan et al., 2003).

Vacunas muertas

Las vacunas muertas se desarrollaron en los Estados Unidos de América en
1960 y fueron comercializadas hasta 1999, se retiraron del mercado por una
reestructuracion de la empresa que las fabricaba. Las vacunas muertas siguen
siendo probadas y en algunas partes aun siguen siendo usadas. Estas vacunas
tienen algunas ventajas sobre las vacunas vivas. El riesgo de contaminacién
con agentes infecciosos indeseables es bajo, su almacenaje no es costoso y
las reacciones postinoculacién son de relevancia minima. Entre las desventajas
de las vacunas muertas se incluyen los refuerzos anuales, el alto costo de
purificaciéon para extraer A. marginale de los eritrocitos y la débil inmunidad

cruzada que se produce entre distintas cepas de diferentes areas geograficas

(Kocan et al., 2003).
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Perspectivas para el desarrollo de nuevas vacunas

Recientemente un sistema de cultivo celular fue desarrollado para A. marginale
en el cual |a rickettsia fue propagada en cultivos continuos en una linea celular,
IDES8, originada de embriones de garrapatas /xoides scapularis. Las seis
proteinas mayores de superficie descritas en A. marginale extraidas de
eritrocitos bovinos infectados fueron encontradas conservadas dentro de la
cepa cultivada. Sin embargo, la inmunidad que provee es parcial y la
enfermedad no es prevenida. Su efecto es similar al de otras vacunas

derivadas de eritrocitos infectados con A. marginale (Kocan et al., 2003).

Una diferencia en la respuesta inmune entre MSP1a y MSP1b fue observada
en terneras inmunizadas con vacunas extraidas de eritrocitos y vacunas
provenientes de cultivo celular. La ternera inmunizada con vacunas
provenientes de eritrocitos infectados tiene una respuesta de anticuerpos
preferencial a MSP1a, mientras que la ternera inmunizada con la vacuna
proveniente de organismos de cultivo celular produce predominantemente
anticuerpos para MSP1b. Estas diferencias se correlacionan con las diferentes
funciones de MSP1a y MSP1b en los eritrocitos de bovino y las células de la
garrapata. MSP1a es una adhesina de Anaplasma marginale tanto para los
eritrocitos del bovino como para células de garrapata, mientras que MSP1b es
una adhesina sélo para erifrocitos de bovino. La inmunizacién por medio de
vacunas recombinantes con el complejo MSP1a/b no ha inducido una

proteccién significativa (Camacho et al., 2000; Kocan ef al., 2003).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El Anaplasma marginale es un parasito intraeritrocitico trénsmitido por
garrapatas de los generos Boophilus, Rhipicephalus, Hyalomma, Dermacentor
y Ixoide, causa la anemia hemolitica mas severa del bovino, ademas es el
parasito del bovino mas persistente y esta distribuido en todo el mundo.
Cuando un animal infectado sobrevive y no es tratado, se convierte en portador
de por vida y funge como reservorio para infectar a vectores y hospederos

intermediarios, los cuales a su vez transmiten la enfermedad a otros bovinos.

Normalmente para el diagnéstico de la anaplasmosis bovina en México se
practican técnicas serolégicas (v. gr., fijacién del complemento, prueba de
aglutinacién rapida en placa, etc.) pero éstas muestran una baja sensibilidad en
la fase prepatente de la infeccion, ademas de presentar reaccior:les cruzadas
que pueden conducir a resultados falsos positivos. Asimismo, la deteccion de
una respuesta a anticuerpos positiva no necesariamente indica la presencia de
infeccién activa en el huésped ya que las pruebas serolégicas siguen

detectando anticuerpos aun cuando los parasitos han sido eliminados.
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JUSTIFICACION
La importancia de estandarizar una prueba de diagnéstico altamente sensible y
especifica para la deteccién de la anaplasmosis bovina radica en que no existe
una dependencia o laboratorio en el estado de Jalisco que brinde una prueba
de diagndstico con estas caracteristicas para la deteccion de Anaplasma
marginale, siendo que esta enfermedad es considerada como la anemia

hemolitica infecciosa mas severa del bovino.

La técnica de PCR al no ser una prueba de carédcter inmunolégico no genera
reacciones cruzadas, falsos positivos o variaciones en la sensibilidad y
especificidad originadas por una inadecuada obtencién del antigeno. Las
pruebas serolégicas comunmente utilizadas para el diagnéstico de la
anaplasmosis bovina tienen baja sensibilidad. La técnica de PCR es capaz de
detectar la infeccién en estadios tempranos o en individuos portadores

asintomaticos con infimos niveles de eritrocitos infectados.
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HIPOTESIS
El diagnéstico molecular a través de la técnica de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR-anidado), utilizando oligonucledtidos iniciadores para el gen
mspb del Anaplasma marginale, permitiria obtener el diagnéstico preciso vy
oportuno del agente causal a partir de muestras sanguineas procedentes de

animales tanto enfermos como portadores.



OBJETIVO GENERAL
Implementar una prueba de diagnostico de alta sensibilidad y especificidad
para determinar la presencia de Anaplasma marginale en muestras de sangre
de bovinos, empleando el analisis molecular a través de la técnica de Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR-anidado), utilizando oligonucleétidos

iniciadores para el gen msp5 del Anaplasma marginale.

OBJETIVOS PARTICULARES
. Disefiar dos pares de oligonucleétidos iniciadores (primers) para las

pruebas de PCR y PCR-anidado para el gen msp5 del Anaplasma

marginale, los cuales permitan diagnosticar la anaplasmosis bovina.

. ldentificar la temperatura 6ptima de alineacién del ciclo de PCR para los
oligonucledtidos iniciadores (previamente disefiados) del gen msp5 del

Anaplasma marginale.

.« Utilizar el andlisis molecular (PCR-anidadc) como método de diagnéstico de

la Anaplasmosis bovina.
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MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizé en el Instituto de Biotecnclogia Animal del
Departamento de Produccion Animal, de la Divisién de Ciencias Veterinarias
del Centro Universitario de Ciencias Biolégicas y Agropecuarias de la

Universidad de Guadalajara.

Para el propésito esencial de este estudio basté con seleccionar cinco bovinos
no estabulados, con infestacion evidente de garrapatas (Boophilus spp.), a los
que no se les habia aplicado ningun tratamiento garrapaticida o antibiéticos de
amplio espectro (oxitetraciclina, cefalosporinas), y-.que ademas tenian
manifestaciones clinicas de una hemoparasitosis, v. gr. anemia, pérdida de

peso y ligero aumento de la temperatura corporal (39.5°C).

De cada animal seleccionado se elaboré una historia clinica y se recolecté una
muestra de aproximadamente 5 ml de sangre completa, en tubo vacutainer®
con EDTA por medio de puncion en vena caudal, previa desinfeccion del area
anatémica respectiva (alcohol al 70%). Posteriormente se rotulé cada tubo con
el nimero de registro de cada animal y se almacenaron en una hielera con

geles refrigerantes hasta ser transportados al laboratorio.

Extraccion de ADN
Se depositaron 100 pl de sangre de cada muestra en un microtubo de 2 mi, las
muestras fueron tratadas con 900 ul de buffer A (sacarosa, 0.32 M; Tris HCI, 10

mM; MgClz, 5 mM; Triton X-100,1%), para su posterior centrifugacion por dos
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minutos a 13,000 revoluciones por minuto, después se extrajo el sobrenadante
del microtubo. Este proceso se repitid hasta lograr un botén celular blanco. A
continuacion se incubd la muestra por una hora a 50°C en una soluciéon de
proteinasa K (8 mg/ml) en buffer D (KCI, 50 mM; Tris HCI, 10 mM; MgCl; , 2.5
mM; NP-40, 0.455 Tween 20, 0.45%). La enzima se inactivé incubando la

muestra a 90°C durante 10 minutos (Ayala-Valdovinos, 2000).

Prueba de Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR) y PCR-anidado

De acuerdo a los datos de secuencia del ADN para el gen msp-5 de la cepa
Florida de Anaplasma marginale (GenBank acceso no. M93392) que codifica la
proteina mayor de superficie cinco (MSP5), se disefid dos pares de
oligonucledtidos iniciadores para seguir un protocolo estandar de PCR y PCR-
anidado, donde 100ng de ADN de cada muestra fueron amplificados en una
reaccion de PCR posteriormente se tomé 1 ul del producto de PCR de cada
muestra para hacer la prueba de PCR-anidado (Innis ef a/, 1981, Torioni et al.,

1998).

En un volumen de 50 pul ambas reacciones llevaron las siguientes
concentraciones: 100 pmol de cada iniciador, 200 uM de dNTPs, y 2.5 U de
Tag polimerasa. Los ciclos de amplificacién se realizaron en un termociclador
(Master-Gradient, Eppendorft®), con 32 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por
30 segundos, la temperatura de alineacion de cada programa fue determinada
por PCR-Gradiente y la temperatura de extension fue de 72°C durante 30

segundos (Innis et al, 1981, Torioni et al., 1998).
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El producto de amplificacién de ambas pruebas (PCR y PCR-anidado) fue
analizado por electroforesis en geles de agarosa al 3%, tefiido con bromuro de
etidio en una solucién buffer TBE 1x, finalmente las bandas de ADN fueron
observadas y fotografiadas bajo luz ultravioleta dentro de un transiluminador de

geles (Ayala-Valdovinos, 2000).
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RESULTADOS
Se obtuvieron las muestras sanguineas de cinco bovinos no estabulados, con
evidente infestacion de garrapatas (Boophilus spp.), a los cuales no se les
habia aplicado ningln tratamiento garrapaticida o antibiéticos de amplio
espectro (oxitetraciclina, cefalosporinas), ademas de manifestar algunos signos
clinicos de hemoparasitosis como pérdida de peso, depresién y ligero aumento

de temperatura corporal (39.5°) (Figura 6).

Figura 6. Bovino macho criollo encastado con Cebd en el cual fue evidente
la infestacién de garrapatas,

Disefio de primers (cebadores u oligonucleétidos iniciadores)

Con base a la revisiéon de articulos cientificos publicados en relacién con el
diagnéstico e identificacion del Anaplasma marginale, se optd por disefar los
primers para el gen msp5, ya que entre los genes que codifican las proteinas
mayores de superficie es el gen méas conservado, ademas de estar presente en

todas las especies de Anaplasma que afectan al bovino.
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De acuerdo con los datos obtenidos de la secuencia del gen msp5 de la cepa
Florida de Anaplasma marginale (GenBank acceso no. M93392) se disefiaron

cuatro oligonucledtidos iniciadores, para hacer los ciclos de PCR y de PCR-

anidado.

Para el disefio de los primers se tomaron en cuenta las siguientes sugerencias

enlistadas en Cuadro 1:

Cuadro 1. Sugerencias generales para el disefio de primers tomadas
como base para los oligonucleétidos iniciadores que se emplearon
en el diagnéstico molecular (PCR) de Anaplasma marginale.

1-. Deben de medir tener una longitud 18-24 pares de bases
aproximadamente.

2-. Deben de contener entre 40-60% de bases nitrogenadas
G/C.

3-. Tener una distribucién balanceada en dominios ricos de
bases nitrogenadas G/C y A/T.

4-. Tener una temperatura de hibridacion que permita una
temperatura alineacion entre 55.0°C y 65.0°C (para maxima
especificidad se usan temperaturas de 62.0°C y 65.0°C).

5-. Para ambos primers la temperatura dptima de hibridacién
debe ser similar, con no mas de 5.0°C de diferencia.

6-. El extremo 3" en algunos casos es extremadamente
sensitivo, por ello no debe de haber ninguna region
complementaria en el otro primer usado en la reaccion, para
poder promover una correcta alineacion del cebador con el

ADN molde.

7-. Los primers no deben de tener ninguna estructura
secundaria extensiva o semicomplementaria, ya que puede
haber hibridacién y formacién de dimeros.

8-. Evitar en lo posible la utilizaciéon de primers que tengan
en su secuencia repeticiones de més de 3 6 4 G o C
seguidas.
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Conforme a las reglas anteriormente citadas los dos pares de primers
disefiados (Cuadro 2) tienen longitudes entre 18-24 pares de bases, contienen
entre 52-55% bases nitrogenadas C/G (dependiendo de cada primer), sus
extremos 3" no son complementarios y se evitd en la medida de lo posible la
presencia de 3 6 4 secuencias de bases G o C consecutivas, por lo que

solamente cada primer cuenta con una de estas secuencias repetidas.

Cuadro 2. Oligonucleétidos iniciadores utilizados para el diagnéstico
molecular (PCR-anidado) de Anaplasma marginale.

PCR Primer Secuencia 5- 3" Posicion Producto de PCR
Directo 5 gtaagtgagggcatagectc 3 244 ala 263
Externo 457 pares de bases
Reverso 5’ ggccctcagacgegttaaaa 3° 681ala710
Externo
PCR- Secuencia 5™-3° Posicion Producto de PCR-
anidado anidado
Primer
Directo 5" agectgtaagtacacgtgeecta 37 | 357 ala 379
Interno 344 pares de bases
Reverso 5" ggccctcagacgegttaaaa 3° | 681 ala 710
Interno

PCR-Gradiente
Se llevaron a cabo dos pruebas de PCR-Gradiente con el fin de identificar la

temperatura de alineacion idénea para cada par de los primers disefiados.

La prueba de PCR-Gradiente consistié en preparar 12 tubos de reaccion de
PCR con los primers disefiados utilizando como muestra en todos los tubos
ADN de un mismo animal control positivo. En el programa del termociclador se
asignd una temperatura de hibridacion diferente a cada tubo, esta temperatura
se incrementa progresivamente alrededor de 1°C en cada tubo. En funcién a la

temperatura de hibridacién de los primers sera la cantidad de producto de PCR
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de la muestra o la no sintesis de este producto. El producto de PCR de cada
tubo se observa en el gel de electroforesis como una banda luminiscente a los
rayos UV y dependiendo de la nitidez, el grosor y la intensidad de la banda en
el gel se selecciona la temperatura idénea de los oligonucleétidos iniciadores.
De esta manera, al ver los diferentes productos de la muestra de PCR, llevados
a electroforesis y expuestas en el transiluminador de geles se obtuvo un

gradiente de las temperaturas en las que actuaron los oligonucledtidos

iniciadores (Figuras 2 y 3).

Interpretacién

Ambas pruebas revelaron que los primers tanto externos como internos
presentan amplios rangos de temperatura de hibridacién, demostrando
primeramente una correcta alineacién de los primers con la secuencia del gen

msp3.

La electroforesis correspondiente al PCR-Gradiente con los primers externos
presenta producto de amplificacién de la secuencia en los carriles que
corresponden a temperaturas entre 51.0°C y 67.0°C, entre este rango puede
observarse que la muestra con mayor intensidad, nitidez y grosor en su banda
es la muestra llevada a reaccién con una temperatura de alienacién de 59.1°C
(Figura 7). Con base en esto, se concluyé que 59.0°C es la temperatura de

alineacion idénea para los primers externos disefiados.
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa de ADN de Anaplasma marginale amplificado por PCR para

determinar |la temperatura éptima de alineacién de los primers externos para el gen msp5, mediante el

programa PCR-Gradiente en termociclador Master Cicler Gradient (Eppendorf ®). Carriles 1 - 12,
muestras de ADN de acuerdo a las diferentes temperaturas (°C) de alineacién del programa.

La electroforesis referente al PCR-Gradiente con los primers internos presenta
producto de amplificacién en las muestras con temperaturas de alineacion
entre 51.0°C y 69.1°C, siendo 56.5°C la temperatura de alienacién que produjo
la banda de mayor intensidad y nitidez en el gradiente (Figura 8). Con base en

esto se empled la temperatura de alineacién de 57.0°C para el PCR-anidado.

510 513 525 540 665 691 618 645 670 691 708 715

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa de ADN de Anaplasma marginale amplificado por PCR para
determinar la temperatura 6ptima de alineacion de los primers internos para el gen msp5, mediante el
programa PCR-Gradiente en termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient ®. Carriles 1 - 12,
muestras de ADN de acuerdo a las diferentes temperaturas ("C) de alineacion del programa.
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Una vez obtenidas las temperaturas de alineacion de los dos pares de primers,
se disefiaron los programas para ambos cebadores con los siguientes ciclos

(Cuadro 3).

Cuadro 3. Programas disefiados para el diagnéstico molecular (PCR y
PCR-anidado) de Anaplasma marginale.

Programa PCR Programa PCR-anidado
1-. 95°C. por 3 min. 1-. 95°C. por 3 min.
2-. 95°C. por 30 seg. 2-. 95°C. por 30seg.
3-. 59°C. por 45 seg. 3-. 57°C. por 45 seg.
4-. 72°C. por 30 seg. 4-. 72°C. por 30 seg.
5-. Ir al paso 2 por 32 veces. 5-. Ir al paso 2 por 32 veces.
6-. 72°C. por 7 min. 6-. 72°C. por 7 min. |

Prueba de PCR

El analisis molecular con los primers externos para la secuencia del gen msp5
permitid la amplificacién de un fragmento de ADN geonémico de 457pb
correspondiente a dicho gen del Anaplasma marginale. De las cinco muestras
de los animales estudiados, cuatro resultaron positivas y una resulté negativa,

en la prueba de PCR con los primers externos (Figura 9).

PCR-anidado

En la electroforesis de la prueba de PCR-anidado con los primers internos que
flanquean y replican el segmento previamente amplificado (457pb) con los
primers externos del gen mspS (Figura 10), se obtuvieron en todas las celdas
del gel con muestras una banda que corresponde a un fragmento de 344 pb.
Cabe resaltar el resultado positivo mediante PCR-anidado, en la muestra
correspondiente al carril 9, ya que ésta misma muestra fue negativa en la

prueba anterior de PCR con los primers externos.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR, empleando los primers externos para el
diagndstico de A, marginale (gen msp5) en bovinos. Carril 1, marcador molecular (50 pb); carriles 2-7 y 9-
12, muestras de los bovinos estudiados; carril 8 blanco de reaccién. Obsérvese que el carril no.8
correspondiente a la muestra de un animal estudiado, no presenta producto de PCR, como si se tratara
de un caso negativo a A. marginale.
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR-anidado empleando los primers
internos para el diagnéstico de A. marginale (gen msp5) en bovinos. Carril 1, marcador molecular (50 pb);
carriles 2-7 y 9-12, muestras de los bovinos estudiados; carril 8 blanco de reaccién.
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DISCUSION
El presente trabajo establecidé como objetivo la implementacién de una técnica
molecular (PCR-anidado) como prueba de diagnéstico para la deteccion de
Anaplasma marginale en bovinos. Dado que la anaplasmosis bovina puede ser
diagnosticada por diferentes técnicas, v.gr., frotis sanguineo con tincién
Giemsa, Fijacion de Complemento (FC), ELISA y PCR. En donde el frotis
sanguineo con tincién de Giemsa solo puede detectar hemoparasitos cuando
los animales infectados estan en el estado agudo de la infeccién y no es
eficiente en los portadores crénicos. Mientras que la técnica de ELISA y otros
métodos serolégicos como FC sufren de baja sensibilidad y de reaccién
cruzada. En tanto que la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR) es la
técnica mas sensible y especifica para el diagnéstico de Anaplasmosis. Para el
diagnéstico molecular (PCR), el gen msp5, seleccionado como sonda para
identificar al agente causal, presenta una secuencia con una similitud del 95%
entre todas las especies y cepas de Anaplasma bovino que se han descrito, es
considerada la secuencia méas estable y conservada entre todas las proteinas
mayores de superficie, lo cual en si mismo fortalece dichas recomendaciones

para su utilizaciéon en pruebas diagnésticas (Torioni ef al., 1998).

Entre las técnicas moleculares, PCR convencional y PCR-anidado, la
confiabilidad de esta ultima como técnica diagnéstica de primera eleccion
puede sustentarse en varias observaciones. Primeramente, el PCR-anidado ha
demostrado en estudios previos, detectar concentraciones minimas de
Anaplasma marginale, pudiendo dictaminar resultados positivos con

concentraciones de alrededor de 30 eritrocitos infectados por mililitro de
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sangre, lo cual, lo hace una técnica 10-100 veces mas sensible que las
pruebas de PCR convencionales previamente realizadas. En la electroforesis
de la prueba de PCR convencional puede observarse la ausencia de una
banda en el carril nueve (Figura 4), como si se tratase de un caso negativo a
Anaplasma marginale, pero esta misma muestra presentd un resultado positivo
en la electroforesis del PCR-anidado (Figura 5). El resultado positivo en la
muestra del carril nueve es consecuencia de la principal cualidad de la prueba
de PCR-anidado, debido a que incrementa la sensibilidad y especificidad de
una prueba de PCR convencinal, especialmente cuando se tratan muestras con
baja concentracion del agente patdgeno. Una prueba de PCR-anidado puede
ser 1000 veces mas sensitiva gue 50 ciclos de un PCR estandar, por ello, al
realizar la prueba de PCR-anidado aun con muestras con menor concentracién
y calidad de ADN éstas resultan positivas (French et al., 1998; Quirke and

Taylor, 1991; Torioni et al., 1998)

Asimismo, es importante mencionar la capacidad de la prueba de PCR-anidado
para diagnosticar consistentemente a los cinco animales estudiados, siendo
que éstos eran animales portadores de |la enfermedad, que normalmente tienen
bajos niveles de rickettsemia, ya que al ser muestreados, los cincé animales ya
habian pasado la fase aguda de la enfermedad, presentando Unicamente
signos clinicos durante los picos altos de las fluctuaciones ciclicas del parasito,
que cursan los animales portadores durante el ciclo normal de la enfermedad

dentro de su organismo (Eriks et al., 1993).
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CONCLUSIONES
El presente trabajo logré implementar la prueba PCR-anidado como
prueba de diagnéstico de alta sensibilidad y especificidad para
determinar la presencia de Anaplasma marginale en muestras de sangre
de bovinos, utilizando oligonucleétidos iniciadores para el gen msp5 del

Anaplasma marginale.

Los dos pares de oligonucleétidos iniciadores disefiados con base a la
secuencia del gen msp5 del Anaplasma marginale permitieron amplificar
correctamente los fragmentos de ADN (457pb y 344pb) de las muestras

analizadas.

Se obtuvieron las temperaturas de alineacién idéneas para cada par de
los oligonucleétidos iniciadores disefiados y con esto se optimizaron las

pruebas de PCR y PCR-anidado.

Se constatd el incremento de la sensibilidad del diagnéstico molecular
para la deteccion de la proteina MSP5 del Anaplasma marginale a través
de la prueba de PCR-anidado posterior a la prueba de PCR estandar, lo
que permitié diagnosticar como positivas todas las muestras de los
animales estudiados, los cuales eran sospechosos de anaplasmosis

bovina segun el estudio clinico.
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