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SIGLAS 

ADN Ácido Desoxirribonucleico. 

ARN Ácido Ribonucleico 

dNTP Desoxinucleotidos trifosfatados 

ELISA Prueba de lnmunoensayo Ligado a Enzima del Inglés Enzyme-Linked 

lmmunosorbent Assay). 

FC 

IFI 

IFN-y 

lgG 

lgG2 

lgM 

IL-2 

kDa 

msp 

MSPs 

nPCR 

Fijación del Complemento 

lnmunofluorescencia Indirecta 

lnterferón gamma 

lnmunoglobulina G 

lnmunoglobulina G subtipo 2 

lnmunoglobulina M 

lnterleucina 2 

kilodaltones 

Gen que expresa alguna proteína mayor de superficie 

Proteínas Mayores de Superficie {del inglés Major Surface Proteins). 

Reacción en Cadena de la Polimerasa anidada (del inglés (Nested 

Polymerase Chain Reaction). 

OMPs Proteínas de Membrana Externa (del inglés Outer Membrana 

Proteins) 

PCR Reacción en Cadena de la Polimerasa (del inglés; Polymer.ase Chain 

Reaction). 

RFLP Fragmentos de Restricción de Longitud Polimórfica (del inglés; 

Restriction Fragment Length Polymorphism). 



RESUMEN 

En este trabajo se implementó la prueba de Reacción en Cadena de la 
Polimerasa Anidada (PCR-anidado) para amplificar la secuencia de la proteína 
mayor de superficie cinco (MSP5) del parásito intraeritrocítico Anap/asma 
margina/e, con el fin de diagnosticar la anaplasmosis bovina. Para la 
elaboración de este trabajo se utilizaron cinco bovinos no estabulados, con 
infestación evidente de garrapatas, a los que no se les había aplicado ningún 
tratamiento garrapaticida o antibióticos de amplio espectro, y que además 
habían presentado manifestaciones clínicas de una hemoparasitosis. Con base 
a los datos obtenidos de la secuencia del gen msp5 de la cepa Florida de 
Anaplasma margina/e se diseñaron dos pares de oligonucleótidos iniciadores 
para las pruebas de PCR y PCR-anidado. El análisis molecular de PCR y PCR­
anidado permitió la amplificación 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 así el incremento de la sensibilidad de la prueba de 
PCR por medio de la realización del PCR-anidado. 
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INTRODUCCIÓN 

La anaplasmosis 

La anaplasmosis es una enfermedad de distribución mundial, considerada la 

anemia hemolítica infecciosa más 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 parásito de por vida de forma casi 

asintomática. Es transmitida principalmente por garrapatas ixódidas mientras 

estos hematófagos se alimentan del ganado, es una enfermedad causada por 

un parásito intraeritrocítico obligado, el Anaplasma, perteneciente al género 

Ehrlichia (genogrupo 11), dentro del orden Rickettsiales. Se conocen cuatro 

especies del género Anaplasma como agentes causales de la anaplasmosis: el 

Anaplasma margina/e que es la especie más patógena, el A. centra/e causante 

de una forma menos patógena 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 margina/e 

El Anap/asma margina/e es un parásito intraeritrocitico obligado que se ubica 

en la periferia de los glóbulos rojos de bovinos y otros rumiantes (Figura 1 ). El 

Anaplasma margina/e fue descrito por primera vez por Sir Arnold Theiler en 

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



Figura 1. Microscopia electrónica de un eritrocito infectado por 
Anap/asma margina/e con tres unidades infectivas dentro 

de su vacuola parasitófora. Tomado de Kocan. Clinical 
Mícrobiology Reviews, Vol. 16, No. 4, p. 698-712 (2003). 

Clasificación taxonómica 

3 

Los organismos en el orden Rickettsiales fueron recientemente clasificados 

basados en características biológicas y análisis genético de las secuencias de 

ARN ribosomal 168, groESL y las proteínas mayores de superficie. Estos 

estudios filogenéticos pueden sustentar consistentemente la formación de 

cuatro genogrupos distintos dentro de la familia Anaplasmataceae: (i) 

Anaplasma, con un mínimo de 96.1% de similitud entre sí (donde se encuentra 

el A. margina/e). (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 
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membranas formadas en el citoplasma de la célula hospedero (Weisburg et al. , 

1991 ; Kocan et al., 2003). 

Características morfológicas 

A. margina/e es un microorganismo sin forma definida. Se establecieron tres 

categorías de acuerdo a su talla: El clásico cuerpo margina/e, una forma 

intermedia del cuerpo inicial y la de tamaño pequeño conocido como cuerpo 

poliédrico. Visto al microscopio óptico con tinción de Giemsa, se distingue 

como un corpúsculo esférico de 0.2 a 1.0 µm de diámetro, todo encerrado en 

una membrana doble de 40 a 50 nm de grosor. No tiene citoplasma, de allí su 

nombre Anaplasma, ubicado en la periferia (margina/e) del interior de eritrocito 

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

Los cuerpos iniciales que se encuentran dentro del eritrocito, están formados 

por material fibrilar y agregados granulares electrodensos que contienen ADN, 

ARN y Hierro orgánico, rodeados por una doble membrana de 40-50 µm de 

espesor, en un protoplasma electrón lucido, estos cuerpos iniciales, a la vez, 

son limitados por una vesícula intracitoplasmática, constituida por una sola 

membrana, y que también posee material fibrilar, nombrada cuerpo de inclusión 

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

Este hemoparásito se caracteriza además, 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 60ºC, al menos por 50 minutos y a rayos X o a sonicación a 

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

Cepas del Anap/asma margina/e 

Existen una gran cantidad de cepas de Anaplasma margina/e, De la fuente y 

colaboradores citan 34 cepas diferentes. Las cuales se diferencian y ordenan 

por afinidad filogenética, basada en la variación pesos moleculares y cambios 

en las secuencias de los genes que codifican las proteínas inmunogénicas de 

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

Fenómeno de "exclusión de infección" 

En varias áreas donde la anaplasmosis es una enfermedad endémica se ha 

demostrado que una infección de un genotipo de A. margina/e excluye a las 

infecciones de otros genotipos, este fenómeno es referido como "exclusión de 

infección" lo que da como resultado el establecimiento de un solo genotipo por 

hospedero. Este fenómeno es una de las causas por lo que comúnmente todos 

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

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

El mecanismo por el cual ocurre la exclusión entre cepas de Anaplasma 

margina/e dentro de un mismo hospedero es aún desconocido. Se ha 

demostrado que animales infectados con A. centra/e se infectan con A. 

margina/e, lo que sugiere que el fenómeno de exclusión de infección puede no 

operar para todas las cepas de Anaplasma spp., o que sólo ocurre en bovinos 

infectados con cepas de la misma especie (Kocan et al., 2003). 
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Algunos bovinos portadores de anaplasmosis de hatos de regiones endémicas 

que tienen más de una cepa de Anap/asma margínale en su organismo, estos 

portadores con cepas genéticamente heterogéneas mantienen esos genotipos 

trasmitiéndose de manera estocástica entre los individuos de dicha población. 

Estos diversos genotipos deben de surgir de una cepa precursora común y 

estos cambios genotípicos deben de ser un evento infrecuente. Aunque hay 

bovinos que presentan una infección múltiple con cepas de genotipos 

marcadamente distintas. Tal parece ser que la exclusión competitiva entre 

cepas de Anaplasma margina/e dentro de un mismo hospedero responde a la 

semejanza genética entre las mismas, presentándose preferentemente entre 

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

Otra hipótesis menciona que esta diversidad encontrada en algunos 

hospederos asintomáticos es debida a una serie de eventos de transmisión 

separados, en donde cada uno introduce un nuevo genotipo dentro del bovino y 

este es mantenido transmitiéndose entre el ganado de una población (Palmer 

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

Diferencias entre Anaplasma margina/e y Anaplasma centra/e 

El A. margina/e y el A. centra/e están fuertemente emparentados. La proteína 

mayores de superficie 2 y sus epítopos se encuentran conservados en ambas 

especies, por ello; en pruebas de fijación del complemento, prueba de 

aglutinación en tubo y ELISA, ambas especies muestran reacciones 

serológicas cruzadas. La protección cruzada para A. margina/e puede 
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adquirirse por una infección con A. centra/e (lnokuma et al., 2001 ). No 

obstante; es posible encontrar diferencias como: 

o La virulencia. El Anap/asma margina/e es la especie más patógena para 

los bovinos, en cambio el Anap/asma centra/e aún en infecciones 

severas causa una anemia ligera (lnokuma et al., 2001 ). 

o La distribución geográfica. Al igual que el A. margina/e, el A. centra/e 

está ampliamente distribuido alrededor del mundo, con excepción de 

Norteamérica en donde no se ha reportado (lnokuma et al., 2001). 

o La morfolog ia, apoyándonos en Ja localización 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 

(lnokuma et al., 2001). 

Por medio de pruebas de PCR se determinó y comparó la relación filogenética 

entre A. centra/e y A. margina/e, teniendo un nivel de similitud del 98.08% de su 

genoma (lnokuma et al., 2001). 

El Anaplasma phagocytophilum que afecta al ser humano, presenta una 

similitud frente al A. margina/e de aproximadamente del 65% con respecto a la 

proteína mayor de superficie cinco, por lo que sea han registrado algunos 

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

Transmisión 

Las vías de transmisión más importantes son la picadura de artrópodos 

hematófagos infectados y la iatrogénica (mecánica). 
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La transmisión por atropados hematófagos parasitados es llevada a cabo por 

garrapatas. Uno de los géneros que más frecuentemente funge como 

hospedero es el de las garrapatas ixodidas. Se co~ocen unas 20 especies de 

garrapatas involucradas en la transmisión biológica de A. margina/e, entre 

estas se encuentran: Boophi/us microplus, B. annulatus, B. decoloratus, 

Rhipicephalus simus, R. bursa, R. sanguineus, lxodes risings, Hyalomma 

lusitanicum, Dermaceptor andersoni D. variabilis, D. occidentalis, Dermacentor, 

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

et al., 2004; Sánchez). 

En contraste con otros vectores artrópodos de microorganismos patógenos, el 

contacto entre garrapatas ixodidas y el mamífero hospedero son largos, 

normalmente de varios días, y requiere la adaptación de los órganos de la 

garrapata para modificar el área de la piel de la cual se alimentará formando la 

lesión. Las garrapatas que actúan como vectores de Anaplasma margina/e 

retienen la competencia para ser hospederos del parásito durante un largo 

tiempo (hasta 60 años), aún cuando no exista una interacción continua entre el 

agente patógeno y la garrapata (Futse et al. , 2003; Lohr et al., 2002). 

Las anaplasmosis también es trasmitida mecánicamente a través de las piezas 

bucales de insectos hematófagos como tábanos (Tábanus spp. ), moscas de 

establos (Stomoxys calcitrans) y mosquitos (Siphona spp. y Psophona spp.), la 

importancia de esta vía de transmisión varia según la ubicación geográfica, 

siendo esta vía transmisión la de menor importancia en paises como Estados 
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Unidos de América, pero en lugares como Centroamérica, Sudamérica y 

Sudáfrica es considerada la mayor ruta de diseminación del A. margina/e, esto 

sucede en áreas donde las garrapatas no son vectores biológicos del parasito 

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

La transmisión mecánica iatrogénica es en la que transmiten directamente 

eritrocitos infectados, ya sea a través de la inoculación directa por agujas o 

instrumentos quirúrgicos contaminados como: sierras descornadoras, pinzas de 

nariz, instrumentos de tatuaje, dispositivos de marcación de oído e 

instrumentos de castración. En países como Estados Unidos de América donde 

las cepas de A. margina/e no son transmitidas por garrapatas, o donde las 

garrapatas han sido erradicadas por hormigas de fuego, la transmisión 

mecánica es el mayor modo de transmisión. (De La Fuente et al., 2003 A; 

Kocan et al., 2003). 

También se reporta la transmisión vertical de tipo placenta-feto cuando la 

madre sufre anaplasmosis aguda. El A. margina/e puede atravesar la barrera 

placentaria entre en el segundo y tercer trimestre de gestación e infectar al feto. 

Probablemente esto no sucede dentro de los eritrocitos, sino en una fase 

extraeritrocitaria del parásito. Se menciona que la transmisión 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 transmisión uterina en Sudáfrica (Corona et al., 2004; Kocan 

et al. , 2003). Además de los bovinos existen otros animales susceptibles a la 

anaplasmosis, estos se reportan con infecciones subclínicas de Anaplasma 
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margina/e y por tanto constituyen un reservorio para el parásito, las especies 

reportadas son: búfalos de agua, antílopes 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 margina/e se lleva a cabo tanto en la garrapata 

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

Tr.1nsmlslón mec~nlc;¡ 

por tnnsferir eritrocito: 
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Figura 2. Ciclo de vida del Anaplasma margina/e. Modificado de Kocan, Clinical Microbiology 
Reviews, Vol. 16, No. 4, p. 698-712 (2003). 

En la garrapata el parásito es adquirido al picar un animal infectado. 

Anaplasma margina/e invade células viscerales y luego pasa a las células del 

músculo intestinal donde continúa su desarrollo. Posteriormente pasa a las 

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

alimentación (Melman et al. , 2004; Lohr 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 sanguíneo, el parásito se une a al 

eritrocito maduro, durante la infección celular, el Anaplasma margina/e 

ensambla un apéndice de filamentos de actina, entra hasta su citoplasma, el 

eritrocito se deforma formando una vacuola parasitófora donde el parásito se 

aloja. El Anaplasma margina/e se reproduce dentro de una vacuola parasitófora 

formada de la membrana de eritrocito invaginada, durante la réplica dentro de 

esta vacuola, se divide por fisión binaria hasta formar un número variable de 

unidades infectivas (entre 2 y 8). Seguidamente el parásito madura y las 

nuevas unidades infectivas inician el proceso de salida abriendo poros en la 

vacuola y la membrana del eritrocito, sin lisarto, para iniciar un nuevo ciclo de 

invasión 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 margina/e en el huésped bovino permite a la 

garrapata adquirir y subsecuentemente transmitir el patógeno, lo cual es básico 

para el ciclo, ya que la garrapata no transmite el parásito a la siguiente 

generación (Palmer et al., 2004 b). . 
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Patogenia y signos clinicos 

A margina/e es estrictamente intracelular, un parásito obligado que infecta al 

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

(Corona et al., 2004). 

El. período prepatente durante la incubación de la enfermedad es de dos a tres 

semanas y la duración depende de la cantidad de organismo infectante. Un 

animal infectado no presenta síntomas clínicos hasta que más de un 15 % de 

los eritrocitos no hayan sido parasitados. La infección se hace patente 

microscópicamente de dos a seis semanas después de la transmisión, 

dependiendo del número de organismos transmitidos y de la virulencia del 

agente aislado. La enfermedad se caracteriza por una marcada anemia 
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hemolítica, altos niveles de rickettsemia, disminución del peso, aborto y en 

muchos casos la muerte en animales de más de tres años de edad. La anemia 

máxima ocurre de uno a seis días después de la parasitemia y persiste por 

cuatro a 15 días. En el pico de la infección más del 75% de los eritrocitos 

pueden estar infectados. El periodo de convalecencia es de uno a dos meses, 

y está acompañado por incremento de la hematopoyesis y puede haber 

recurrencia de la parasitemia. Los parámetros hemáticos retornan a los 

normales, pero los organismos continúan presentes en la circulación periférica 

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

Ya iniciada la infección en el rumiante, el número de eritrocitos se duplica entre 

24 y 48 horas, los eritrocitos infectados se eliminan del torrente circulatorio 

mediante fagocitosis por las células del retículo endotelial del bazo, hígado y 

nódulos linfáticos; induciéndose el desarrollo de una fase de inflamación aguda. 

La subsecuente fiebre, temperaturas de hasta 41 ºC, es el primer síntoma 

clínico de la enfermedad. La respuesta febril es seguida de depresión 

inapetencia, respiración acelerada, deshidratación, constipación y debilidad 

muscular acompañada de una acidosis severa. La destrucción continua de 

eritrocitos, sin liberación de hemoglobina, trae consigo palidez mucosa!, sangre 

acuosa y 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 dramática de peso, 

aborto en vacas preñadas, fallo cardiopulmonar y muerte. Estas últimas 

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 et al., 2004; Sánchez). 

Los eritrocitos infectados con Anaplasma son rápidamente eliminados de la 

sangre conforme se desarrolla la inmunidad. Un animal que se haya 

recuperado de la enfermedad será portador crónico de la enfermedad, en este 

estado la anaplasmosis se caracteriza por ciclos fluctuantes y repetitivos de 

rickettsemia (entre 102
·
5 a 107 eritrocitos infectados por mililitro de sangre), 

indetectables microscópicamente 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 hemolítica severa. Hay esplenomegalia y el 

bazo tiene una coloración rojo marrón. Son comunes la hepatomegalia y un 

engrandecimiento de la vesícula biliar, con bilis oscura. Si el animal ha muerto 

en estadios tardíos de la infección aguda se puede presentar ictericia. (Corona 

et al., 2004). 

La anaplasmosis en el mundo 

La anaplasmosis bovina es una enfermedad de distribución mundial. Su 

prevalencia varia según el clima de la zona en climas tropicales o 

subtropicales generalmente excede el cincuenta por ciento, por el contrario; la 

prevalencia en áreas más 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 excepción de las zonas 

desérticas y las cadenas montañosas altas. En Estados Unidos de América los 

estados de la costa del golfo de México, -los estados oeste, medio oeste y los 

estados sureños cercanos al mar Atlántico también son zona endémica (Kocan 

et al., 2003). 

Del mismo modo se ha encontrado Anaplasma margínate en lugares con 

climas fríos, 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 distribución de la 

anaplasmosis ha cambiado debido al calentamiento global, el cual influencia el 

movimiento de las garrapatas hospederas. Un ejemplo de esta predicción es la 

confirmación de anaplasmosis en un bisonte en Saskatchewan, Canadá, 

durante el verano del año 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 

infección entre el 73% y 78% para el ganado de Santa Lucia y el Salvador, 

respectivamente. En Argentina en el año 2000 se reportó la existencia de un 

rebaño donde el 50% de los animales tenía anticuerpos contra A. margina/e por 

la prueba de aglutinación en tarjeta. En Sudáfrica se reportó entre un 50-75% 

de prevalencia de infección. En Venezuela se observó una muy alta incidencia 

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

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

La anaplasmosis en México 

En México sólo se ha identificado al Anap/asma margina/e como agente causal 

de la anaplasmosis bovina. La anaplasmosis en la Republ ica Mexicana es 

considerada como una enfermedad endémica. En diferentes estudios se han 

determinado la prevalencia de la anaplasmosis por medio de serología, en 

zonas del Altiplano (9%), Costa del Golfo de México (33.3%), Norte de 

Veracruz (56%) y Oriente de Yucatán (93.3%) respectivamente. En otro estudio 

en el estado de Yucatán, se arrojaron prevalencias del 50% en animales 

jóvenes (entre los 3 y 36 meses de edad) y 76% en animales de edad adulta 

(pasados los tres años). Y un último estudio de la prevalencia del Anap/asma 

margina/e en el estado de Veracruz realizado por PCR demostró una 

prevalencia del 69.2% en los animales estudiados (Bautista 1996; Cossío­

Bayúgar et al., 1997; Figueroa et al .. 1993; Sánchez). 

Esta alta prevalencia está asociada con un significativo rango de transmisión, 

pues el 26% del ganado que murió en México durante 1995, fue debido al 

movimiento de ganado susceptible a áreas con alta prevalencia de la 

enfermedad y por la subsiguiente transmisión de la misma (Corona et al. , 

2004). 
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Pérdidas originadas por la anaplasmosis bovina 

La anaplasmosis bovina causa importantes pérdidas económicas en muchos 

países, debido a la alta morbilidad y mortalidad en el ganado susceptible. Las 

pérdidas son estimadas por varios parámetros, como la perdida de peso, la 

reducción la producción 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 dólares. Se 

ha calculado que en Latinoamérica la anaplasmosis produce pérdidas anuales 

de aproximadamente unos 800 millones de dólares. En 1993 en Cuba se 

registró una pérdida de 2 millones de dólares por mortalidad a causa del 

Anaplasma margina/e. La anaplasmosis es responsable de pérdidas 

importantes en la ganadería de México. Tan solo en 1980 se estimaron 

pérdidas por más de 3,000 millones de pesos considerando costos de 

tratamientos, bajas de producción 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. margina/e 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). 
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Respuesta inmune innata o natural 

La anaplasmosis es una enfermedad que puede ser contraída 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 clínicos. Posiblemente debido 

a que la respuesta inmune celular es mayor por la competencia del timo, el 

sistema hematopoyético es más activo y por el papel más 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 años 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 desempeña un 

papel de menor protección. Aunque se reconoce que los anticuerpos 

opsoninzantes de bovinos inmunizados contra alguna proteína mayor de 

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

Los animales infectados desarrollan anticuerpos, fundamentalmente del tipo 

lgG e lgM, y exhiben durante las últimas etapas de la infección aguda una 

respuesta mediada por células, en la que aparecen los macrófagos activados 

segregando interferón gamma (IFN-y), que estimula fuertemente la proliferación 

de linfocitos de sangre periférica. Sin embargo, existen antígenos claves de A. 

margina/e que estimulan la producción de anticuerpos neutralizantes, por lo 
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que la respuesta humoral juega algún papel en el desarrollo de la inmunidad 

contra la. anaplasmosis. Se ha planteado la hipótesis de que la eliminación de 

A. margina/e requiere de la inducción de niveles altos de anticuerpos de la 

subclase lgG2 dirigidos contra los epítopos B de la superficie del 

microorganismo (Corona et al., 2004). 

Cabe señalar, que algunos de los anticuerpos producidos por la Anaplasmosis 

bovina son inoculados en animales libres de Anaplasma margina/e estos 

reaccionan ocasionalmente con eritrocitos intactos de individuo (Bautista 1996). 

Los anticuerpos producidos contra Anap/asma margina/e pueden durar muchos 

años en el organismo, mediante realización de pruebas de ELISA 

complementaria (cELISA) en un estudio para detectar anticuerpos producidos 

por una vacuna de A. centra/e, se comprobó que tres años después de la 

vacunación la mayoría del ganado estudiado (94%) era serológicamente 

positivo. En otro estudio anticuerpos contra ('.. margina/e fueron detectados por 

cELISA en suero de ganado con infección persistente, cuya inoculación había 

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

Epítopos dependientes estructurales 

Los anticuerpos generados por los linfocitos B del organismos hospedero 

contra Anaplasma margina/e no solamente tienen como objetivo los epítopos 

encontrados dentro de las proteínas mayores de superficie (MSPs) localizadas 

en las membrana, sino también requieren de epítopos dependientes 

conformados por estructuras secundarias y terciarias originadas de éstas. En el 
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caso de la proteína mayor de superficie cinco (MSPS) toda su respuesta 

inmune está restringida a los epítopos conformado de manera dependiente. Lo 

anterior podría explicar el porqué la inmunización con proteínas mayores de 

superficie; ya sean nativas o recombinantes. solas o en combinación, fallan en 

inducir una respuesta inmune completa contra el parásito. La membrana 

externa del Anaplasma spp. está 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 parásitos intraeritrocíticos llevada a cabo por macrófagos 

activados. Por otra parte, se han señalado que los linfocitos THI (una subclase 

de linfocitos T cooperados que producen principalmente interleucina 2 (IL-2) e 

interferón gamma (IFN-y) probablemente desempeñan un papel importante en 

la protección contra microorganismos patógenos intracelulares (Bautista 1996). 

Asimismo, se ha sugerido que la activación de los macrófagos mediada por 

células T C04+ que llevan la opsonización, fagocitosis y destrucción del 

patógeno. Los factores solubles de células mononucleares (linfocitos y 

monocitos) de la sangre del ganado infectado reducen la proporción 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 inmunización con membranas 

externas purificadas de Anaplasma margina/e inducen protección completa 
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contra la infección, generando una respuesta inmune de tipo 1, esto es debido 

a la secreción de interferón gamma mediada por los linfocitos T CD4+ en 

presencia de las proteínas MSP1, MSP2, MSP3 y MSP4, además de Ja 

producción de inmunoglobulinas G2 (lgG2) contra Ja proteína mayor de 

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

El ganado que se recupera de una infección aguda desarrolla resistencia a una 

reinfección con Ja misma cepa. En algunos casos el ganado recuperado queda 

desprotegido o parcialmente protegido contra aislamientos heterólogos. A 

pesar de que ante la invasión de este parásito median ambas respuestas, el 

sistema inmune del hospedero es incapaz de eliminar completamente la 

infección en Ja fase crónica de Ja enfermedad. Esto podría deberse a la 

variabilidad antigénica de este microorganismo. Se ha visto que tanto en la fase 

aguda como en Ja crónica hay un comportamiento de aumento y disminución 

de Jos niveles de eritrocitos infectados, Jo cual sugiere que participan Jos 

mismos mecanismos de respuesta primaria del hospedero para controlar 

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

Epidemiología 

En Jos sitios donde las garrapatas son abundantes la epidemiología de esta 

enfermedad se caracteriza por la estabilidad enzoótica, que implica la 

presencia de un alto porcentaje de ganado infectado, con la rara ocurrencia de 

la enfermad clínica. Esta relación se mantiene debido a dos factores: Ja 

inmunidad pasiva (anticuerpos), proveída por el calostro y Ja temprana 

infección de los terneros, en los que se demostró que poseen resistencia innata 
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hasta cerca de los nueve meses de edad. Durante esta edad los animales 

adquieren la infección sin presentar los signos aparentes de la enfermedad y la 

inmunidad resultante, una vez establecida, es mantenida en el ganado adulto 

mediante reinfecciones, sin síntomas clinicos. En regiones donde la población 

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 así un segmento de ganado susceptible, que muy posiblemente 

desarrollarán la enfermedad clínica aguda cuando tengan contacto con el 

hemoparásito tiempo después. Esta situación es conocida como inestabilidad 

enzoótica, en la cual la enfermedad se vuelve periódicamente aparente, 

coincidiendo con períodos favorables para la reproducción de las garrapatas 

(Corona et al. , 2004). 

La inmunidad previa, la velocidad de transmisión y la edad a la que ocurre el 

primer contacto con el parásito (primoinfección), determinan el efecto clínico 

que causará este contacto entre el huésped y el parásito. Las terneras son 

menos susceptibles a la infección. El cuadro clínico típico de la infección aguda 

por A. marginale ocurre únicamente en animales adultos susceptibles cuando 

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

Biología molecular del Anap/asma margina/e 

El Anaplasma margina/e tiene su genoma distribuido de forma circular, según lo 

descrito en la secuenciación de la cepa de St. Maries, esta constituido por 

aproximadamente 1, 197,687 pares de bases, con 949 genes que codifican 

proteínas (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 análisis de 

restricción, con las enzimas Sfi 1 y Pac 1 (Corona et al., 2004; Hallin et al., 2005; 

Palmer et al. , 2004 b). 

o 

Anaplssms margina/e 

St. Maries strain 

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

El análisis 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 determinó 

por análisis espectral. Este contenido G-C es inusualmente alto para los 

organismos intracelulares obligados, la gran mayoría de los genomas 

rickettsiales secuenciados tienen bajos contenidos de G-C de 31% como 

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

Proteínas de membrana externa 

Las proteínas de membrana externa (OMPs del inglés Outer Membrane 

Proteins) son las proteínas que conforman la membrana externa del 

Anaplasma margina/e, al encontrase en la superficie externa del parásito, estas 

proteínas median la interacción con el hospedero, incluyendo el sistema 

inmune. Entre estas OMPs se encuentran las proteínas mayores de superficie 

(MSPs del inglés Major Suriace Proteins). Las proteínas mayores de superficie 

representan un importante porcentaje de las moléculas encontradas la 

superficie del Anaplasma margina/e. Estas proteínas son moléculas 

inmunodominantes, las cuales reconoce el organismo del hospedero para 

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

Proteínas mayores de superficie 

La función de las OMPs es dependiente de la conformación individual de las 

proteínas, incluyendo la oligomerización, y la interacción supramolecular con 

otras OMPs por medio de interacciones covalente y no covalentes. Existe un 

alto grado de unión intramolecular en las proteínas que forman la membrana 

externa del Anaplasma margina/e, en las cuales; las proteínas de la membrana 

externa se unen considerablemente a través de puentes bisulfuro, formando 
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complejos homoméricos y heteroméricos. La importancia inmunológica de 

estos complejos esta ilustrada por la sólida protección contra Anaplasma 

margina/e desafiada por la inmunización usando proteínas externas de 

membrana aisladas, la protección que no es completamente adquirida por la 

inmunización de proteínas solas o mezcladas (Macmillan et al., 2006). 

Las proteínas mayores de superficie representan un importante porcentaje de 

las moléculas encontradas la superficie del Anaplasma margina/e. Estas 

proteínas son moléculas inmunodominantes, las cuales reconoce el organismo 

del hospedero para efectuar la respuesta inmune. En el Anaplasma margina/e 

se han descrito seis genes (msp1a, msp1{3, msp2, _msp3, msp4 y msp5), que 

codifican para las proteínas mayores de superficie de los cuerpos iniciales, 

portadoras de epítopos B y T, denominadas proteínas mayores de superficie 

(MSPs) y designadas 1a, 1b, 2, 3, 4 y 5. Estas proteínas son reconocidas por 

anticuerpos neutralizantes y se encuentran en una estrecha relación 

intermolecular en la superficie de la membrana de los cuerpos iniciales y 

además pueden contener estructuras helicoidales con segmentos 

transmembrana, dominios para la constitución de complejos multiméricos y 

regiones que funcionan como secuencia señal. Algunas de estas proteínas 

inducen una protección total o parcial en animales vacunados, aunque el nivel y 

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

b). 
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Modo de expresión de las proteínas mayores de superficie 

Dentro del mamífero hospedero el A. margina/e genera variantes antigénicas, 

la superficie de su membrana compuesta por numerosas proteínas. La 

superficie de membrana está dominada por dos familias de genes que codifican 

proteínas inmunodominantes: la superfamilia msp2 y la msp1. De las 949 

secuencias de proteínas codificadas registradas del genoma del A. margina/e, 

se tienen anunciadas 62 secuencias que codifican proteínas de superficie, de 

las cuales 49 pertenecen a una de estas dos superfamilias. Las proteínas de 

superficie encontradas en las superfamilias msp2 y msp1 representan un 

importante porcentaje de las moléculas esperadas en la superficie del 

organismo (Palmer et al. , 2004 b). 

La secuenciación del genoma ha permitido elucidar el mecanismo de 

combinación génica y su combinación segmenta! usado por A. margina/e para 

afectar esta variación antigénica. Se ha demostrado que hay cambios 

simultáneos en las variantes msp2 y msp3 durante la infección, 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 

infección persistente es mantenida a través de la variación antigénica de MSP2 

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

En el A. margina/e, la recombinación entre genes de expresión funcional 

completa y genes de expresión 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 msp1 son raras o no hay 

una fuerte presión selectiva que permita a los organismos expresar secuencias 

recombinadas en la población predominante (Macmillan et al., 2006). 

Formación de nuevas superfamilias de genes entre especies del genero 

Anap/asma y Ehrlichia 

La identificación de proteínas externas de la membrana (OMPs), de parásitos 

trasmitidos por garrapatas de los géneros Anaplasma y Ehrlichia han estado 

basadas principalmente en el reconocimiento de anticuerpos y el marcaje de 

proteínas de superficie especifico y como consecuencia, esto ha 

desencadenado la detección de proteínas inmunodominantes sumamente 

abundantes. Estos descubrimientos aunados a la secuenciación completa del 

genoma de A. margina/e condujeron al establecimiento de una superfamilia de 

genes codificadores de proteínas superficiales (pfam01617). Que incluyen 

entre sus miembros los genes de las superfamilias msp2 y msp3 del 

Anaplasma margina/e. A los genes que se encuentran en esta familia les fueron 

designados las siglas omp1 a omp14 (Noh et al. , 2006). 

Proteínas mayores de superficie y los genes que las codifican 

Gen msp1 

La superfamilia msp1 está hecha por un complejo heterogéneo de msp1a y 

msp1{3, es una sola copia del gen y exhibe diferencias causadas por un número 

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 proteína de membrana MSP1a y se encuentra 

representado en el genoma por una simple copia. El peso molecular de la 

MSP1 a es variable dependiendo de las muestras de cada régión, por un 

secuencia consecutiva de 28 o 29 aminoácidos que se repite. Este gen 

presenta un alto polimorfismo de talla entre los aislamientos de distintas 

regiones geográficas, debido a que posee secuencias oligonucleotídicas 

repetidas en tandem. Estas secuencias se encuentran repetidas 2, 4, 5, 6 y 8 

veces en el gen en los aislamientos de diferentes partes en Estados Unidos 

(Virginia, Washington, ldaho y Florida), de ahí el alto polimorfismo de talla 

observado, por lo que se ha utilizado para la diferenciación y detección 

específica de aislamientos de A. margina/e (Corona et al., 2004; De la Fuente 

et al., 2003 A). 

Gen msp1 f3 

La proteína de membrana MSP1 b está codificada por al menos 2 genes 

trascripcionalmente activos: msp1{31 y msp1{32. Está proteína está codificada 

por una familia multigénica, debido al descubrimiento de sus múltiples 

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" msp1{3 (F1-F4) (Camacho et al., 2000; Kocan et al., 2003). 

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

msp1a, aunque son de menor extensión. Por ensayos de Fragmentos de 
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Restricción de Longitud Polimórfica (RFLP), se demostró que esta familia de 

genes es polimórfica entre aislados de regiones geográficamente ·diferentes. En 

estos momentos se sabe que todas las copias del gen son capaces de 

expresarse y que codifican para proteínas estructuralmente únicas. (Corona et 

al., 2004). 

Se ha propuesto que la proteína MSP1b sea codificada en una familia 

multigénica por sus múltiples poliformismos en regiones discretas variables 

(Camacho et al., 2000). 

Proteína mayor de superficie uno (MSP1a y MSP1b) 

La proteína MSP1 es codificada, conservada y expresada durante la 

multiplicación del parásito en la garrapata y en el bovino, por lo tanto; resulta un 

estable marcador genético para muestreos geográficos. Fue originalmente 

descrita como AmF105 en 1984. Está compuesta por dos subunidades MSP1a 

(105 kDa) y MSP1b (100 kDa), está unida por medio de puentes de bisulfuro y 

enlaces no covalentes. Esta proteína 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 invasión del eritrocito. Ya que 

anticuerpos específicos para MSP1 bloquean la unión de A. margina/e a éstos. 

Además estos anticuerpos opsonizan los organismos vivos para la fagocitosis 

de los macrófagos. Actualmente se sabe que existe coexpresión de al menos 

dos copias diferentes del gen, en la fase aguda de la anaplasmosis y la 
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expresión de proteínas MSP1b con epítopos 13 variables (Camacho et al., 2000; 

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

La inmunización de un bovino con la MSP1 de la cepa nativa de donde 

proviene el mismo induce protección contra Anaplasma margina/e en animales 

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

Gen msp2 

El gen msp2 está formado por una familia multigénica, se estima que la 

superfamilia msp2 contiene 56 miembros, incluyendo 16 pseudogenes. El 

genoma del A. margina/e contiene inusual cantidad de pseudogenes 

funcionales en la superfamilia msp2, que juegan rol integral en la variación 

antigénica de la membrana de superficie al recombinarse dentro del gen msp2, 

generando nuevas secuencias hipervariables y nuevas variantes antigénicas 

durante la multiplicación del parásito, para evadir la respuesta inmune del 

hospedero. El gen msp2 presenta una gran variabilidad fundamenta lmente en 

su extremo 5' y codifica para moléculas proteicas estructuralmente distintas, las 

cuales presentan epítopos 13 diferentes, en las regiones con alto polimorfismo 

de aminoácidos. Durante la fase aguda de la enfermedad hay transcripción 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 función de algunos 

genes o la degeneración del genoma en especies de microorganismos 

patógenos incrementa la adaptación al hospedero. Los pseudogenes de las 
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superfamilias msp2 y msp3 pueden ser remanentes de genes funcionales 

resultado de la adaptación del patógeno al hospedero, en un proceso de 

reducción del contenido genómico aunado al uso más eficiente de la 

información genómica. Siendo un proceso reductivo de evolución convergente 

causado por la prolongación de la vida intracelular del parásito (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 genom?l, tienen la 

mismas secuencias s·, lo que sugiere un mecanismos similar que regula la 

recombinación dentro de su sitio de expresión, esta especificidad es 

garantizada por el sito de recombinación respectivo 3· en la reg ión de la 

secuencia de cada gen. El control coordinado de la recombinación de estos 

genes contribuye a la evasión de la respuesta inmune del patógeno (Kocan et 

al., 2003). 

Proteína mayor de superficie dos (MSP2) 

La inmunidad contra el A. margina/e es dirigida contra las proteínas mayores de 

superficie, incluyendo la MSP2 es codificada por una larga, polimórfica 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 variación en una 

región central hipervariable. Tiene variaciones polimórficas en su secuencia, 

que surgen durante las fluctuaciones altas de los ciclos de la enfermedad 

crónica y que juegan un rol importante en su permanencia. Estas variaciones 

aún entre clones tienen una semejanza alrededor del 80 y 90%. La proteína 
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MSP2 está presente en la membrana como un tetrámero adyacente a las 

proteínas MSP1 . MSP3 y MSP4. Sus subunidades están unidas mediante 

puentes disulfuro, es relativamente inmunodomínante (Brayton 2003; French et 

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

La conservación de la estructura genómica para la generación de variantes de 

MSP2 y de epítopos CD4+ entre A. margina/e y A. centra/e indica que estas 

dos especies presentan un repertorio similar de epítopos MSP2 al sistema 

inmune y esto puede ser responsable de la eficacia de protección contra A. 

margina/e cuando se p~ueban vacunas de A. centra/e (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 análisis de la 

secuencia de tres genes reveló regiones conservadas y regiones variables 

dentro del marco abierto de lectura de los mismos. Existen siete pseudogenes 

funcionales para msp3, de los cuales cuatro están estrechamente relacionados 

con el complejo pseudogénico del Anaplasma margina/e. Además de los 

pseudogenes funcionales hay dos remanentes de la secuencia de msp3 

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

Proteína mayor de superficie tres (MSP3) 

La MSP3 está 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 además en 
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A centra/e y A ovis. Es estructural y antigénicamente diferente entre cepas de 

A margina/e, presenta polimorfismo de talla entre aislamientos 

geográficamente diferentes y es expresada por un simple "locus", en el cual la 

variación de los genes msp3 expresados es generada por recombinación 

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

Gen msp4 

El gen msp4 se encuentra como una simple copia en el genoma de A. 

margina/e y codifica para la proteína (MSP-4). Tiene un peso molecular 

aproximado 31 kDa. Un rasgo peculiar de este gen, es que la secuencia de la 

región 3' contiene repeticiones imperfectas invertidas que exhiben abundantes 

estructuras secundarias. Se ha demostrado que este gen proporciona 

información filogenética sobre la evolución de los aislamientos de A. margina/e, 

a diferencia del gen msp1a, que puede brindar información filogeográfica, sólo 

cuando se analizan un gran número de aislamientos de un área geográfica 

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

El gen msp4 es difícil de clonar en E. co/i, esta observación se aclara porque el 

gen msp4 está flanqueado por dos pseudogenes de msp3, esta proximidad 

hace a esta región inestable cuando es clonada por vectores procariontes 

(Palmer et al., 2004 b). 

Proteína mayor de superficie cuatro (MSP4) 

La proteína MSP4 tiene un peso molecular aproximado de 31 kDa, es 

altamente conservada entre los distintos aislamientos de A centra/e y A. 
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margina/e. Esta proteína contiene bloques de aminoácidos relacionados con la 

proteína MSP2. Sus epítopos conservados son de gran ímportanc!a tanto para 

el diagnóstico 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 homólogas (Corona et al. , 2004). 

Gen msp5 

El gen msp5 está representado en el genoma como una simple copia, 

altamente conservada entre las especies de Anaplasma, las cepas de A. 

margina/e estudiadas muestran hasta de un 95% similitud con respecto a esta 

proteína (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 parásito, lo que avala el uso de este gen para PCR-anidado como 

una prueba de diagnóstico molecular de alta sensibilidad y especificidad para 

detectar animales infectados, aunque no se sabe con certeza la función de la 

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

Proteína mayor de superficie cinco (MSP5) 

Es una proteína de 19kDa que se encuentra altamente conservada en todas las 

cepas de Anap/asma margina/e, A. ovis y A. centra/e. De las 6 proteínas 

mayores de superficie es la que presenta menos polimorfismos en su 

secuencia, siendo una secuencia idéntica en más del 95% de las muestras de 

diferentes animales infectados en distintas etapas de Ja enfermedad. Es de 

poca complejidad estructural y muy importante en el ciclo de vida celular, 
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aunque se desconoce exactamente su función. Se encuentra formando un 

dímero en la membrana, cuyas subunídades se unen por puentes bisulfuros. La 

proteína nativa y la recombinante muestran el epítopo ANAF16C1 , éste es 

reconocido por los anticuerpos monoclonales (MAb), está conservado entre 

todas las especies, es expresado en las glándulas salivales de las garrapatas 

infectadas y en la forma intraerítrocitica. Es utilizado en ensayos de ELISA 

competitivo, para la identificación de animales infectados persistentemente. 

Este epítopo induce altos títulos de anticuerpos en todas las especies 

infectadas, incluyendo bovinos, chivos y carneros. La conservación de la talla 

molecular de MSP5 entre cepas, tiene un contraste marcado con el 

polimorfismo observado para otras MSPs de A. margina/e, principalmente 

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

Diagnóstico de la Anaplasmosis 

Para el diagnóstico de la anaplasmosis se necesita un método altamente 

sensible y específico que demuestre la presencia del agente causal de la 

enfermedad en el enfermo, que permita conocer la prevalencia del 

microorganismo en las diferentes zonas de los países tropicales y 

subtropicales, además de identificar de forma segura a los anímales portadores 

para el movimiento de animales a zonas libres del hemoparásíto. Sin embargo, 

los métodos clásicos que permiten detectar al parásito son en general; poco 

sensibles, requieren de personal entrenado, consumen tiempo y son útiles 

cuando otros signos y síntomas patonogmónícos están presentes. El 

diagnóstico de la anaplasmosis se dificulta debido fundamentalmente a lo difícil 

de detectar los portadores, ya que no hay síntomas cl ínicos que lo diferencien 
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de los bovinos no infectados y los cuerpos de inclusión dentro de los glóbulos 

rojos no son lo suficientemente numerosos como para ser detectados por los 

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

Diagnóstico diferencial 

El diagnóstico diferencial de fiebre, anemia hemolítica aguda e ictericia en el 

ganado adulto incluye babesiosis, eperytrozoonosis, theileriosis, leptospirosis, 

hemoglobinuria bacilar, hemoglobinuria postparto, toxicidad por plantas y 

ántrax. La ausencia de hemoglobinuria en caso de anemia aguda, apoyada por 

la identificación positiva del eritrocito parasitado, diferencia estas enfermedades 

hemolíticas de la anaplasmosis clínica (Corona et al., 2004). 

Técnicas diagnósticas 

Entre los métodos utilizados para la detección del Anaplasma margina/e se 

pueden citar la subinoculación de eritrocitos infectados en animales 

esplenectomizados. la tinción de Giemsa a los frotis de sangre, la prueba de 

inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA del Inglés "Enzyme-Linked 

lmmunosorbent Assay") y las técnicas moleculares, como hibridación de ácidos 

nucleicos y la prueba de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR del 

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

Subinoculación de eritrocitos infectados · I 
Se utiliza para detección de animales portadores, consiste en la subinoculación 

de eritrocitos infectados con A. margina/e, a animales susceptibles 

esplenectomizados. Sin embargo, este procedimiento no es práctico en las 
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pruebas de rutina por la manipulación quirúrgica que conlleva y porque 

proporciona poca información sobre los niveles de parasitemia (Corona et al., 

2004). 

Frontis de sangre teñidos 

Son extendidos de sangre periférica teñidos 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 sólo pueden detectar niveles 

mayores a 106 eritrocitos infectados por mililitro de sangre. Es un prueba no 

apropiada para un gran número de muestras e incapaz de discernir con 

facilidad cuando el eritrocito está invadido por A. margina/e o por A. centra/e 

(Melman et al., 2004). 

Figura 5. Frotis sanguineo teñido con Giemsa, En el número uno se senalan corpúsculos de 
Heinz de un eritrocito inmaduro y con el número dos un eritrocito infectado con 

Anaplasma margina/e. Tomado de Hofmann-Lehmann. Journal Of 
Clinical Microbiology.Vol. 42, No. 8, p . 3775-3780 (2004). 
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Diagnóstico serológico 

Las pruebas serológicas se han utilizado para estudios epidemiológicos, control 

intensivo de garrapatas, centros de inseminación y transferencia de embriones, 

centros de producción de animales de raza y reproductores de carne y leche 

(Corona et al., 2004). 

En el diagnóstico serológico se encuentran una gran gama de pruebas, como: 

Fijación del Complemento (FC), Aglutinación en tubos capilares, Aglutinación 

rápida en tarjeta, ensayos de lnmunofluorescencia Indirecta {IFI), y las pruebas 

Dot-ELISA y ELISA. Las pruebas serológicas como fijación del complemento y 

aglutinación en tarjeta, son los métodos más comúnmente utilizados para 

detectar animales infectados con A. margina/e en el campo y fueron métodos 

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

2004). 

Las actuales pruebas serológicas para la detección de la anaplasmosis tienen 

un alto margen de error. Todos estos ensayos para la detección de anticuerpos 

utilizan antígenos crudos obtenidos de A. maginale parcialmente purificado, lo 

que provoca que se pierda la sensibilidad y especificidad que se requiere para 

un diagnóstico eficaz. Los falsos positivos pueden ocurrir cuando proteínas de 

eritrocitos bovinos se encuentran dentro de la solución del antígeno de A. 

margina/e usado en algunas pruebas, éste es detectado por anticuerpos 

antieritrociticos en el suero bovino aglutinándose. 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 
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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 fijación de complemento, no 

detectan todos los isotipos de las inmunoglobulinas (Corona et al., 2004; 

Knowles et al., 1996). 

Todas las pruebas serológicas son de baja sensibilidad en la fase prepatente 

de la infección, debido a Ja aparición de parásitos antes que los anticuerpos 

hayan alcanzado niveles detectables. Por otra parte, en infecciones múltiples 

se presentan reacciones cruzadas que podrían conducir a falsos positivos. Los 

resultados falsos positivos en pruebas serológicas también pueden ocurrir 

cuando proteínas de eritrocitos bovinos contaminan el antígeno de A. margina/e 

usado en las pruebas los cuales son detectados por Jos anticuerpos 

antieritrocitarios en el suero bovino aglutinándose. Igualmente, la detección de 

una respuesta humoral positiva no necesariamente indica la presencia de 

infección activa en el huésped ya que las pruebas serológicas siguen 

detectando anticuerpos aún cuando los parásitos han sido eliminados. Los 

anticuerpos contra A. margina/e pueden permanecer dentro del organismo del 

bovino hasta 72 meses. La sensibilidad y especificidad de lo_s ensayos 

serológicos dependen en gran medida de una buena preparación de antígeno a 

partir tanto de eritrocitos infectados o, si es recombinante, a partir de cultivos 

bacterianos, lo que produce variaciones en la preparación del antígeno y a su 

limitada reproducibilidad , con Jo cual se incrementan Jos resultados de fa lsos 

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

Esta prueba utiliza el proceso estándar de fijación 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 sólo 

pequeñas cantidades de los reactivos. En campo la fijación del complemento 

ha sido uno de los métodos más utilizados para de detección de Anaplasma 

margina/e. A pesar de ello, esta técnica presenta una falta de sensibilidad, 

produce falsos negativos por su limitada habilidad para detectar bajos niveles 

de anticuerpos, además de ser una prueba laboriosa y compleja. Se 

recomienda ser utilizada como una prueba de monitoreo, pero no para los 

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

Pruebas de aglutinación 

Se han descrito dos pruebas de aglutinación: la aglutinación en tubos capilares 

y la aglutinación rápida en placa. Esta técnica puede ser desarrollada en el 

laboratorio o en el campo, dando el resultado en muy pocos minutos. En ambos 

casos el resultado es leído como positivo o negativo, pero no determina titulo 

de anticuerpos. Se ha detallado que la aglutinación rápida en placa produce un 

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

(Corona et al. , 2004). 

lnmunofluorescencia indirecta de anticuerpos (IFI) 

Esta prueba ha sido utilizada para el diagnóstico de anaplasmosis y estudios 

epidemiológicos, pero frecuentemente se han reportado ensayos de IFI que 

presentan un número alto de reacciones falsas positivas y un alto fondo de 
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fluorescencia, que se atribuyen al largo período de incubación de esta 

enfermedad. En un estudio se realizó una IFI donde utilizaron como antígeno 

una muestra cruda de A. margina/e, 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 lnmunoensayo Ligado a Enzima o ELISA (del Inglés Enzyme­

Linked lmmunosorbent Assay), es una técnica bioquímica usada para detectar 

la presencia de un antígeno o anticuerpo en una muestra. Se han desarrollado 

pruebas ELISA para identificar anticuerpos contra A. margina/e en suero 

bovino. La prueba de ELISA es una prueba que brinda la posibilidad de una 

mejor interpretación de los resultados, comparada con las técnicas serológicas 

antes mencionadas (Tizard et al., 2002). 

La prueba de ELISA se realiza en microfosas preformadas en las placas de 

poliestireno. Primero el antígeno es introducido en los pocillos de la placa de 

poliestireno, las proteínas se unen firmemente a este material, de modo que 

luego de eliminar mediante un lavado vigoroso el antígeno no unido a los tubos 

estos permanecen recubiertos de antígeno. Posteriormente el suero que habrá 

de analizarse se coloca dentro de las fosas, de manera que los anticuerpos 

contenidos en él puedan unirse al antígeno que se encuentra fijo en las 

paredes de los tubos. Después de la incubación se realiza un lavado con una 

solución suave detergente para quitar cualquier sustancia o anticuerpos que no 

estén expresamente ligados a la . reacción. A continuación se ádiciona a la 



42 

muestra un antiglobulina ligada a una enzima; este anticuerpo marcador se une 

a los anticuerpos específicos del antígeno fijado en la placa. Cuando el 

anticuerpo se encuentra con su antígeno se forma el complejo antígeno­

anticuerpo. En seguida del último paso de incubación y lavado de la placa , se 

añade el substrato de la enzima que da una señal visible, a mayor intensidad 

de color, mayor cantidad de complejos ligados a la enzima. Para una 

cuantificación precisa se mide la densidad óptica de la muestra mediante 

espectrofotometría (Tizard et al. , 2002). 

La prueba de ELISA puede detectar animales parasitados por Anaplasma 

margina/e con bajos niveles de eritrocitos infectados, teniendo una sensibilidad 

de 1.1 (±0.5)% de eritrocitos parasitados, por lo que la prueba no resulta idónea 

para la detección de portadores asintomáticos (Trueblood et al., 1991 ). 

El uso de la proteína MSP5 como antígeno demostró buenos resultados en la 

detección de diferentes especies del género Anaplasma. Se han desarrollado 

técnicas de diagnóstico utilizando anticuerpos monoclonales y antígenos 

recombinantes. El establecimiento de un ensayo de ELISA competitivo 

utilizando la proteína recombinante MSP5, permitió el incremento de la 

sensibilidad a un 96% y la especificidad de un 95%, por lo cual pueden 

detectarse animales portadores asintomáticos. Se ha sugerido que esta prueba 

sea utilizada en estudios epidemiológicos. programas de erradicación y para la 

regulación 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 Ja detección del 92% en 

bovinos portadores de A margina/e, en este estudio no hubo falsos positivos 

(Gale et al., 1996). 

Técnicas moleculares (PCR) 

En la actualidad la técnica molecular de Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR, del inglés Polymesare Chain Reaction) es útil en el diagnóstico y 

detección de diversas patologías, es óptima en sensibilidad, velocidad y 

versatilidad, se ha utilizado para el diagnóstico de enfermedades genéticas e 

infecciosas (virus, bacterias, hongos, parásitos y protozoarios), detección de 

mutaciones, secuenciación directa de secuencias amplificadas, ciencias 

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

Principio de Ja técnica de PCR 

La técnica de PCR esta basada en la amplificación enzimática (ADN 

polimerasa) de un fragmento de ADN que es flanqueado por dos 

oligonucleótidos iniciadores (primers, en inglés). El iniciador proporciona un 

extremo 3 'OH libre para que las enzimas ADN polimerasas prosigan la síntesis 

de ADN. Finalmente los iniciadores son eliminados y reemplazados por 

secuencias de ADN, permitiendo asi la síntesis de ADN utilizado dNTP 

(desoxinucleotidos trifosfato; dATP, dGTP, dCTP, dTIP), como precursores 

para la polimerización de ADN (In nis et al., 1981; White et al., 1989). 
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Las sondas de ácidos nucleicos, las cuales hibridan solamente con su 

secuencia complementaria, constituyen una prueba sensible y específica para 

el diagnóstico. Este tipo de sondas se han utilizado en varias investigaciones 

con diferentes fines, dando resultados de mucha relevancia en el diagnóstico 

de la anaplasmosis como: 

• Mejora la sensibilidad detectando niveles de parasitemia entre 0. 0025 y 

0.000025 % de eritrocitos infectados en portadores asintomáticos. Esto 

hace que la prueba sea 4,000 veces más sensible que la microscopía 

óptica. 

• Es capaz de detectar la infección en estadios tempranos. 

• Se ha utilizado para determinar los niveles de infección en garrapatas y 

para la identificación de ganado persistentemente infectado. 

• Sirve para establecer la prevalencia e incidencia de garrapatas 

infectadas en áreas enzoóticas. 

• El ':JSO de esta sonda ayuda a las estrategias de detección y control de la 

garrapata, combinado con la vacunación, para reducir los. daños de la 

enfermedad (Corona et al., 2004). 

• Por medio del uso de pruebas de moleculares (PCR) se han cuantificado 

los niveles de fluctuación del parasito dentro del bovino hospedero (Eriks 

et al., 1993). 

• Se ha usado PCR en estudios epidemiológicos y en la identificación de 

especies de Anaplasma en rumiantes salvajes como posibles 

reservorios de la anaplasmosis y su diferenciación entre A. margina/e y 
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A. centra/e así como la diferenciación entre especies usadas como 

vacunas vivas de A. centra/e de las infecciones naturales con A. 

margina/e (Melman et al., 2004). 

PCR-anidado (nPCR) 

El término PCR-anidado proviene del Inglés "Nested polymerase chain 

reaction" es una modificación de la técnica de Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR). El PCR-anidado incrementa la sensibilidad y especificidad 

de una prueba de PCR, especialmente cuando se tratan muestras de baja 

calidad o con baja concentración de ácidos nucleicos, además de reducir la 

contaminación por amplificaciones inespecificas de sitios o locus diferentes al 

buscado, a los que los cebadores se ligaron erróneamente 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 (interna/ o nested PCR) flanqueen una región genómica 

amplificada en la primera reacción en cadena (externa/ PCR). La principal 

ventaja del PCR-anidado es que si un fragmento inespecífico de PCR fue 

amplificado en la primera reacción, la probabilidad de que esta región 

equivocada sea amplificada nuevamente por el segundo par de cebadores es 

muy baja. El PCR-anidado puede ser 1000 veces más sensitiva que 50 ciclos 

de un PCR estándar (Quirke and Taylor 1991 ). 
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Por medio del desarrollo de una prueba PCR-anidado acoplado con un análisis 

de secuencia e hibridación para identificar el gen msp5 de A. margina/e, se 

pudo diagnosticar la enfermedad con un mínimo de 30 eritrocitos infectados por 

mililitro de sangre, lo cual lo hace de 10-100 veces más sensible que los PCR 

previamente descritos, sondas de ARN y ensayos de hibridación (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 últimos 60 años. El control varía dependiendo de la localización 

geográfica e incluye: el control de los artrópodos, la administración de 

antibióticos, la vacunación y el mantenimiento de los rebaños libres de 

Anaplasma (Kocan et al. , 2003). 

La información clínica sobre el tratamiento de antibióticos contra Anaplasma es 

escasa, además que el Anaplasma es un parásito altamente resistente. El 

tratamiento con antibióticos es común, siendo de uso común la tetraciclina y 

oxitetraciclina. Aunque en estudios recientes se ha encontrado que la 

doxycyclina y el ri fampin fueron completamente efectivos contra el parásito. En 

los casos clínicos severos se hace necesaria la terapia de soporte, mediante la 

aplicación de hidratantes, antihistamínicos y analgésicos para eliminar de 

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

2004; Sánchez). 
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Vacunación 

El control ideal de la infección de Anaplasma margina/e requerirá tanto de una 

vacuna efectiva como de una identificación certera de los individuos portadores 

(Knowles et al., 1996). 

El control de artrópodos no es práctico en muchas áreas y únicamente ofrece 

una prevención parcial. lo cual ocurre cuando se presentan otras vías de 

transmisión de la enfermedad , ya sea por instrumental contaminado o por 

insectos hematófagos. La quimioterapia es costosa y frecuentemente no puede 

ser aplicada a todo el ganado, y el uso excesivo de antibióticos incrementa el 

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

La vacunación aún con todas sus limitantes. es mencionada como la opción 

más económica 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 Jos efectos clínicos de la enfermedad, pero 

estas vacunas no previenen que el bovino se convierta en portador crónico de 

Ja 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 año 1900 y continua siendo la vacuna de 

elección en varias partes del mundo. Generalmente, para la producción de la 

vacuna se utilizan bovinos esplenectomizados mantenidos en condiciones 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 infección-tratamiento. Este ratamiento · involucra la 

inoculación de eritrocitos infectados con Anaplasma margina/e al bovino 

que se desea inmunizar, seguido de un tratamiento con dosis bajas de 

tetraciclina durante la aparición inicial de la infección. El bovino se 

convierte entonces en portador persistente, sin experimentar la fase 

aguda de la enfermedad y es subsecuentemente inmune a la exposición 

de esta y otras cepas. Sin embargo, incluso con tratamientos oportunos 

con tetraciclina, el control de la reacción postinoculación es 

frecuentemente insuficiente para prevenir el estado agudo de la 

enfermedad (Kocan et al., 2003). 

2. Vacunación con cepas atenuadas de A. margina/e. Las cepas 

atenuadas han sido consideradas para la fabricación de vacunas vivas 

comerciales. La atenuación del Anaplasma margina/e es realizada por 

la inoculación del parásito a una oveja o venado. No obstante, se han 

observado reacciones adversas después del uso de esta vacuna, 

presentando signología típica 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 múltiples (contra 

anaplasmosis y babesiosis) han fallado en inducir respuesta inmune 

contra A. margina/e dando como resultado en algunos casos la 

presentación clínica de la enfermedad (Kocan et al., 2003). 

3. Vacunas v ivas de Anap /asma centra/e. Asilada por Sir Arnold Theiler 

a inicios del año 1900, es la vacuna viva más usada para el control de la 

anaplasmosis bovina. Theiler observó que la A. centra~e era menos 

patógena que A. margina/e, además que los animales afectados por A. 

centra/e desarrollaban inmunidad contra A. margina/e, evitando así su 

presentación clínica. Ya que ambas especies comparten epítopos 

inmunodomínantes se genera inmunidad cruzada. Su uso se limita a 

países donde la A. centra/e ya esta presente en el medio (como 

Sudáfrica e Israel), por lo que países como México que no tienen 

registro de la presencia de A. centra/e dentro del pías, no pueden utilizar 

este tipo de vacunas. Aunque raramente no se hayan reportado fallas en 

las vacunas vivas de A. centra/e, parece ser que las vacas lecheras de 

alta producción son severamente afectadas por la infección de 

Anaplasma centra/e, asimismo varios autores advierten que estas 

vacunas no proporcionan protección contra cepas de diversidad 

antigénica y de alta virulencia de A. margina/e en otras partes del mundo 

(Kocan et al., 2003; Molad et al., 2005). 

BIBLIOTECA CUCBA 
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Efectos secundarios de las vacunas vivas 

El repetido uso de vacunas vivas en bovinos puede resultar en la producción de 

anticuerpos antieritrocitarios, los cuales cuando sean ingeridos por los becerros 

en el calostro generen anemia hemolítica. Otro riesgo es que las vacunas 

derivadas de sangre pueden transmitir otros patógenos que hayan infectado 

persistentemente al bovino. Como en un caso reportado de leuco·sis bovina por 

la aplicación de vacunas vivas infectadas. Es recomendado que el uso de 

vacunas vivas derivadas de sangre sea restringido al área donde fue 

producida. Se ha comprobado que las vacunas contra A. margina/e 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 

reestructuración 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 contaminación 

con agentes infecciosos indeseables es bajo, su almacenaje no es costoso y 

las reacciones postinoculación son de relevancia mínima. Entre las desventajas 

de las vacunas muertas se incluyen los refuerzos anuales, el alto costo de 

purificación para extráer A. margina/e de los eritrocitos y la débil inmunidad 

cruzada que se produce entre distintas cepas de diferentes áreas geográficas 

(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. margina/e 

en el cual la rickettsia fue propagada en cultivos continuos en una línea celular, 

IDE8, originada de embriones de garrapatas lxoides scapu/aris. Las seis 

proteínas mayores de superficie descritas en A. margina/e extraídas 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. margina/e (Kocan et al., 2003). 

Una diferencia en la respuesta inmune entre MSP1a y MSP1b fue observada 

en terneras inmunizadas con vacunas extraídas de eritrocitos y vacunas 

provenientes de cultivo celular. La ternera inmunizada con vacunas 

provenientes de eritrocitos infectados tiene una respuesta de anticuerpos 

preferencial a MSP1 a, mientras que la ternera inmunizada con la vacuna 

proveniente de organismos de cultivo celular produce predominantemente 

anticuerpos para MSP1 b. Estas diferencias se correlacionan con las diferentes 

funciones de MSP1 a y MSP1 b en los eritrocitos de bovino y las células de la 

garrapata. MSP1a es una adhesina de Anaplasma margina/e tanto para los 

eritrocitos del bovino como para células de garrapata, mientras que MSP1 b es 

una adhesina sólo para eritrocitos de bovino. La inmunización por medio de 

vacunas recombinantes con el complejo MSP1 a/b no ha inducido una 

protección significativa (Camacho et al., 2000; Kocan et al., 2003). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El Anap/asma margina/e es un parásito intraeritrocítico transmitido por 

garrapatas de los géneros Boophilus, Rhipicephalus, Hyalomma, Dermacentor 

y lxoide, causa la anemia hemolítica más severa del bovino, además es el 

parásito del bovino más persistente y está 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 diagnóstico de la anaplasmosis bovina en México se 

practican técnicas serológicas (v. gr., fijación del complemento, prueba de 

aglutinación rápida en placa, etc.) pero éstas muestran una baja sensibilidad en 

la fase prepatente de la infección, además de presentar reacciones cruzadas 

que pueden conducir a resultados falsos positivos. Asimismo, la detección de 

una respuesta a anticuerpos positiva no necesariamente indica la presencia de 

infección activa en el huésped ya que las pruebas serológicas siguen 

detectando anticuerpos aún cuando los parásitos han sido eliminados. 

' 

·. 
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JUSTIFICACIÓN 

La importancia de estandarizar una prueba de diagnóstico altamente sensible y 

específica para la detección de la anaplasmosis bovina radica en que no existe 

una dependencia o laboratorio en el estado de Jalisco que brinde una prueba 

de diagnóstico con estas características para la detección de Anap/asma 

margina/e, siendo que esta enfermedad es considerada como la anemia 

hemolítica infecciosa más severa del bovino. 

La técnica de PCR al no ser una prueba de carácter inmunológico no genera 

reacciones cruzadas, falsos positivos o variaciones en la sensibilidad y 

especificidad originadas por una inadecuada obtención del antígeno. Las 

pruebas serológicas comúnmente utilizadas para el diagnóstico de la 

anaplasmosis bovina tienen baja sensibilidad. La técnica de PCR es capaz de 

detectar la infección en estadios tempranos o en individuos portadores 

asintomáticos con ínfimos niveles de eritrocitos infectados. 
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HIPÓTESIS 

El diagnóstico molecular a través de la técnica de Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR-anidado), utilizando oligonucleótidos iniciadores para el gen 

msp5 del Anaplasma margina/e, permitiría obtener el diagnóstico preciso y 

oportuno del agente causal a partir de muestras sanguíneas procedentes de 

animales tanto enfermos como portadores. 
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OBJETIVO GENERAL 

Implementar una prueba de diagnóstico de alta sensibilidad y especificidad 

para determinar la presencia de Anap/asma margina/e en muestras de sangre 

de bovinos, empleando el análisis molecular a través de la técnica de Reacción 

en Cadena de la Polimerasa (PCR-anidado}, utilizando oligonucleótidos 

iniciadores para el gen msp5 del Anaplasma margina/e. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Diseñar dos pares de oligonucleótidos iniciadores (primers) para las 

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

margina/e, los cuales permitan diagnosticar la anaplasmosis bovina. 

Identificar la temperatura óptima de alineación del ciclo de PCR para los 

oligonucleótidos iniciadores (previamente diseñados) del gen msp5 del 

Anaplasma margina/e. 

Utilizar el análisis molecular (PCR-anidado} como método de diagnóstico de 

la Anaplasmosis bovina. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

El presente trabajo se realizó en el Instituto de Biotecnología Animal del 

Departamento de Producción Animal, de la División de Ciencias Veterinarias 

del Centro Universitario de Ciencias Biológicas y Agropecuarias de la 

Universidad de Guadalajara. 

Para el propósito esencial de este estudio bastó con seleccionar cinco bovinos 

no estabulados, con infestación evidente de garrapatas (Boophilus spp.), a Jos 

que no se les había aplicado ningún tratamiento garrapaticida o antibióticos de 

amplio espectro (oxitetraciclina, cefalosporinas), y~ que además tenían 

manifestaciones clínicas de una hemoparasitosis, v. gr. anemia, pérdida de 

peso y ligero aumento de Ja temperatura corporal (39.5ºC). 

De cada animal seleccionado se elaboró una historia clínica y se recolectó una 

muestra de aproximadamente 5 mi de sangre completa, en tubo vacutainer® 

con EDT A por medio de punción en vena caudal , previa desinfección del área 

anatómica respectiva (alcohol al 70%). Posteriormente se rotuló cada tubo con 

el número de registro de cada animal y se almacenaron en una hielera con 

geles refrigerantes hasta ser transportados al laboratorio. 

Extracción de ADN 

Se depositaron 100 µI de sangre de cada muestra en un microtubo de 2 mi, las 

muestras fueron tratadas con 900 µI de buffer A (saca.rosa, 0.32 M; Tris HCI, 10 

mM; MgCl2, 5 mM; Triton X-100,1%), para su posterior centrifugación por dos 
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minutos a 13,000 revoluciones por minuto, después se extrajo el sobrenadante 

del microtubo. Este proceso se repitió hasta lograr un botón celular blanco. A 

continuación se incubó la muestra por una hora a SOºC en una solución de 

proteinasa K (8 mg/ml) en buffer D (KCI, 50 mM; Tris HCI, 1 O mM; MgCb , 2.5 

mM; NP-40, 0.455 Tween 20, 0.45%). La enzima se inactivó incubando la 

muestra a 90ºC durante 1 O minutos (Ayala-Valdovinos, 2000). 

Prueba de Reacción 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 margina/e (GenBank acceso no. M93392) que codifica la 

proteína mayor de superficie cinco (MSP5), se diseñó dos pares de 

oligonucleótidos iniciadores para seguir un protocolo estándar de PCR y PCR­

anidado, donde 100ng de ADN de cada muestra fueron amplificados en una 

reacción de PCR posteriormente se tomó 1 µI del producto de PCR de cada 

muestra para hacer la prueba de PCR-anidado (lnnis et al, 1981, Torioni et al., 

1998). 

En un volumen de 50 µI ambas reacciones llevaron las siguientes 

concentraciones: 100 pmol de cada iniciador, 200 µM de dNTPs, y 2.5 U de 

Taq polimerasa. Los ciclos de amplificación se realizaron en un termociclador 

(Master-Gradient, Eppendorft®), con 32 ciclos de desnaturalización a 95°C por 

30 segundos, la temperatura de alineación de cada programa fue determinada 

por PCR-Gradiente y la temperatura de extensión fue de 72ºC durante 30 

segundos (lnnis et al, 1981, Torioni et al. , 1998). 
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El producto de amplificación de ambas pruebas (PCR y PCR-anidado) fue 

analizado por electroforesis en geles de agarosa al 3%, teñido con bromuro de 

etidio en una solución 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 sanguíneas de cinco bovinos no estabulados, con 

evidente infestación de garrapatas (Boophilus spp.), a los cuales no se les 

había aplicado ningún tratamiento garrapaticida o antibióticos de amplio 

espectro (oxitetraciclina, cefalosporinas), además de manifestar algunos signos 

clínicos de hemoparasitosis como pérdida de peso, depresión y ligero aumento 

de temperatura corporal (39. 5°) (Figura 6) . 

Figura 6. Bovino macho criollo encastado con Cebú en el cual fue evidente 
la infestación de garrapatas. 

Diseño de primers (cebadores u oligonucleótidos iniciadores) 

Con base a la revisión de artículos científicos publicados en relación con el 

diagnóstico e identificación del Anaplasma margina/e, se optó por diseñar los 

primers para el gen msp5, ya que entre los genes que codifican las proteínas 

mayores de superficie es el gen más conservado, además 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 Anap/asma margina/e (GenBank acceso no. M93392) se diseñaron 

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

anidado. 

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

enlistadas en Cuadro 1: 

Cuadro 1. Sugerencias generales para el diseño de primers tomadas 
como base para los oligonucleótidos iniciadores que se emplearon 

en el diagnóstico molecular (PCR) de Anaplasma margina/e. 

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 distribución balanceada en dominios ricos de 
bases nitrogenadas G/C y Afí. 

4-. Tener una temperatura de hibridación que permita una 
temperatura alineación entre 55.0ºC y 65.0ºC (para máxima 
especificidad se usan temperaturas de 62.0ºC y 65.0ºC). 

5-. Para ambos primers la temperatura óptima de hibridación 
debe ser similar, con no más de 5.0ºC de diferencia. 

6-. El extremo 3· en algunos casos es extremadamente 
sensitivo, por ello no debe de haber ninguna región 
complementaria en el otro primer usado en la reacción, para 
poder promover una correcta alineación del cebador con el 
ADN molde. 

7-. Los primers no deben de tener ninguna estructura 
secundaria extensiva o semicornplementaria, ya que puede 
haber hibridación y formación de dímeros. 

8-. Evitar en lo posible la utilización de primers que tengan 
en su secuencia repeticiones de más de 3 ó 4 G o C 
seguidas. 
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Conforme a las reglas anteriormente citadas los dos pares de primers 

diseñados (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 evitó en la medida de lo posible la 

presencia de 3 ó 4 secuencias de bases G o C consecutivas, por lo que 

solamente cada primer cuenta con una de estas secuencias repetidas. 

Cuadro 2. Oligonucleótidos iniciadores utilizados para el d iagnóstico 
molecular (PCR-anidadol de Anaplasma marainale. 

PCR Primer Secuencias·- 3· Posición Producto de PCR 
Directo 5 · gtaagtgagggcatagcctc 3 · 244 a la 263 
Externo 457 pares de bases 
Reverso 5· ggccctcagacgcgttaaaa 3· 681 a la 710 
Externo 
PCR- Secuencias· - 3· Posición Producto de PCR-

anidado anidado 
Primer 
Directo 5 · agcctgtaagtacacgtgcccta 3 · 357 a la 379 
Interno 344 pares de bases 

Reverso 5• ggccctcagacgcgttaaaa 3· 681 a la 710 
Interno 

PCR-Gradiente 

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

temperatura de alineación idónea para cada par de los primers diseñados. 

La prueba de PCR-Gradiente consistió en preparar 12 tubos de reacción de 

PCR con los primers diseñados utilizando como muestra en todos los tubos 

ADN de un mismo animal control positivo. En el programa del termociclador se 

asignó una temperatura de hibridación diferente a cada tubo, esta temperatura 

se incrementa progresivamente alrededor de 1ºC en cada tubo. En función a la 

temperatura de hibridación de los primers será la cantidad de producto de PCR 
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de la muestra o la no síntesis 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 ihtensidad de la banda en 

el gel se selecciona la temperatura idónea de los oligonucleótidos 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 oligonucleótidos 

iniciadores (Figuras 2 y 3). 

Interpretación 

Ambas pruebas revelaron que los primers tanto externos como internos 

presentan amplios rangos de temperatura de hibridación, demostrando 

primeramente una correcta alineación de los primers con la secuencia del gen 

msp5. 

La electroforesis correspondiente al PCR-Gradiente con los primers externos 

presenta producto de amplificación de la secuencia en los carriles que 

corresponden a temperaturas entre 51 .0ºC y 67.0ºC, entre este rango puede 

observarse que la muestra con mayor intensidad, nitidez y grosor en su banda 

es la muestra llevada a reacción con una temperatura de alienación de 59.1ºC 

(Figura 7). Con base en esto, se concluyó que 59.0ºC es la temperatura de 

alineación idónea para los primers externos diseñados. 
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa de ADN de Anaplasma margina/e amplificado por PCR para 
determinar la temperatura óptima de alineación 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 alineación del programa. 

La electroforesis referente al PCR-Gradiente con los primers internos presenta 

producto de amplificación en las muestras con temperaturas de alineación 

entre 51.0ºC y 69.1°C, siendo 56.5ºC la temperatura de alienación que produjo 

la banda de mayor intensidad y nitidez en el gradiente (Figura 8). Con base en 

esto se empleó la temperatura de alineación de 57.0ºC para el PCR-anidado. 

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa de ADN de Anaplasma margina/e amplificado por PCR para 
determinar la temperatura óptima de alineación 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 (ºC) de alineación del programa. 
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Una vez obtenidas las temperaturas de alineación de los dos pares de primers, 

se diseñaron los programas para ambos cebadore~ con los siguientes ciclos 

(Cuadro 3). 

Cuadro 3. Programas diseñados para el diagnóstico molecular (PCR y 
PCR-anidado) de Anap/asma margina/e. 

Prueba de PCR 

El análisis molecular con los primers externos para la secuencia del gen msp5 

permitió la amplificación de un fragmento de ADN geonómico de 457pb 

correspondiente a dicho gen del Anaplasma margina/e. De las cinco muestras 

de los animales estudiados, cuatro resultaron positivas y una resultó 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 msp5 (Figura 1 O), 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 ex1ernos para el 
diagnóstico 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 reacciór . Obsérvese que el carril no.9 
correspondiente a la muestra de un animal estudiado, no presenta producto de PCR, como si se tratara 

de un caso negativo a A margina/e. 
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Figura 1 o. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR-anidado empleando los primers 
internos para el diagnóstico de A margina/e (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 reacción. 

'· 
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DISCUSIÓN 

El presente trabajo estableció como objetivo la implementación de una técnica 

molecular (PCR-anidado) como prueba de diagnóstico para la detección de 

Anaplasma margina/e en bovinos. Dado que la anaplasmosis bovina puede ser 

diagnosticada por diferentes técnicas, v.gr., frotis sanguíneo con tinción 

Giemsa, Fijación de Complemento (FC), ELISA y PCR. En donde el frotis 

sanguíneo con tinción de Giemsa sólo puede detectar hemoparásitos cuando 

los animales infectados están en el estado agudo de la infección y no es 

eficiente en los portadores crónicos. Mientras que la técnica de ELISA y otros 

métodos serológicos como FC sufren de baja sensibilidad y de reacción 

cruzada. En tanto que la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) es la 

técnica más sensible y específica para el diagnóstico de Anaplasmosis. Para el 

diagnóstico 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 más estable y conservada entre todas las proteínas 

mayores de superficie, lo cual en sí mismo fortalece dichas recomendaciones 

para su utilización en pruebas diagnósticas (Torioni et al., 1998). 

Entre las técnicas moleculares, PCR convencional y PCR-anidado, la 

confiabilidad de esta última como técnica diagnóstica de primera elección 

puede sustentarse en varias observaciones. Primeramente, el PCR-anidado ha 

demostrado en estudios previos, detectar concentraciones mínimas de 

Anaplasma margina/e, 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 más 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 margina/e, pero esta misma muestra presentó 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 concentración del agente patógeno. Una prueba de PCR-anidado puede 

ser 1000 veces más sensitiva que 50 ciclos de un PCR estándar, por ello, al 

realizar la prueba de PCR-anidado aún con muestras con menor concentración 

y calidad de ADN éstas resultan positivas (F rench 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 cincó animales ya 

habían pasado la fase aguda de la enfermedad, presentando únicamente 

signos clínicos durante los picos altos de las fluctuaciones cíclicas del parásito, 

que cursan Jos animales portadores durante el ciclo normal de la enfermedad 

dentro de su organismo (Eriks et al., 1993). 
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CONCLUSIONES 

1. El presente trabajo logró implementar la prueba PCR-anidado como 

prueba de diagnóstico de alta sensibilidad y especificidad para 

determinar la presencia de Anaplasma margina/e en muestras de sangre 

de bovinos, utilizando oligonucleótidos iniciadores para el gen msp5 del 

Anaplasma margina/e. 

2. Los dos pares de oligonucleótidos iniciadores diseñados con base a la 

secuencia del gen msp5 del Anaplasma margina/e permitieron amplificar 

correctamente los fragmentos de ADN (457pb y 344pb) de las muestras 

analizadas. 

3. Se obtuvieron las temperaturas de alineación idóneas para cada par de 

los oligonucleótidos iniciadores diseñados y con esto se optimizaron las 

pruebas de PCR y PCR-anidado. 

4. Se constató el incremento de la sensibilidad del diagnóstico molecular 

para la detección de la proteína MSPS del Anap/asma margina/e a través 

de la prueba de PCR-anidado posterior a la prueba de PCR estándar, lo 

que permitió diagnosticar como positivas todas las muestras de los 

animales estudiados, los cuales eran sospechosos de anaplasmosis 

bovina según el estudio cl ínico. 
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