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Resumen

Anaplasma marginale es una rickettsia del genogrupo II de las Ehrlichias, que parasita los
eritrocitos maduros del ganado bovino y causa severas pérdidas econdmicas
fundamentalmente en las zonas tropicales y subtropicales (Palmer y col., 1999). Este
microorganismo presenta multiple variabilidad antigénica, de morfologia, virulencia,
transmisibilidad por garrapatas y habilidad para inducir proteccion cruzada contra
aislamientos heterdlogos (Palmer y McElwain, 1995). Se han caracterizado seis proteinas
de superficie de membrana de los cuerpos iniciales de este organismo, portadoras de
epitopes B y T, denominadas proteinas mayoritarias de superficie (MSPs) y designadas
1a, 1b, 2, 3, 4 y 5. Estas proteinas son reconocidas por anticuerpos neutralizantes y se
encuentran en una estrecha relacion intermolecular en la superficie de la membrana de
los cuerpos iniciales. Algunas de estas proteinas inducen una proteccion total o parcial en
animales vacunados, aunque el nivel y la uniformidad de la misma, es variable (Palmer y
McElwain, 1995). A pesar de las cuantiosas pérdidas econdmicas producidas todos los
afos, a nivel mundial hasta el momento no se cuenta con un método de control eficaz
contra la enfermedad, por lo que resulta de gran importancia desarrollar una vacuna
capaz de prevenir la infeccion con este patégeno y contar con técnicas de diagndstico
mas sensibles y especificas que permitan la deteccién de animales portadores para ser
utilizadas en estudios epizootioldgicos y para el control de la enfermedad (Echaide y col.,
1998). Por lo que a partir de estas premisas nos proponemos como objetivo realizar una
exhaustiva revisién bibliografica acerca de la anaplasmosis bovina y su agente causal,
Anaplasma marginale.
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Abstract

Anaplasma marginale is one rickettsia of
genogrupo II of the Ehrlichias, that parasite
the mature erythrocytes in cattle and causing
severe economic losses in the tropical and
subtropical zones (Palmer and col., 1999).
This microorganism presents multiple
antigenic variability, of morphology,
virulence, transmissibility by ticks and ability
to induce protection against heterologous
isolates (Palmer and McElwain, 1995). Six
surface major proteins of the initial bodies of
this organism, carriers of epitopes B and T
have been characterized, denominated
proteins major surface proteins (MSPs) and
designated 1a, 1b, 2, 3, 4 and 5. These
proteins are recognized by neutralizing
antibodies and they are in intermolecular
relation in the surface of the membrane of
the initial bodies. Some of these proteins
induce a total or partial protection in

vaccinated animals, although the level and
the uniformity are variable (Palmer and
McElwain, 1995). At this moment in the
world there is not a method of effective
control against the disease, reason why it is
from great importance of developing a
vaccine able to prevent the infection with this
pathogen and to count on more sensible and
specific techniques of diagnosis of persistent
infected animals to be used in studies for the
control of the disease (Camacho and col.,
2000). A review about the bovine
anaplasmosis and their causal agent
Anaplasma marginale is presented.
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1. Generalidades de Anaplasma marginale
1.1. Clasificacion taxonémica

Anaplasma marginale se consideré como un protozoo hematico durante mucho tiempo.
Las investigaciones ulteriores demostraron que se clasifica dentro del orden Rickettsiales,
familia Anaplasmataceae, género Anaplasma (Ristic y Kreier, 1984). El analisis
filogenético, utilizando secuencias de la regidon 16S del ARNr, permitido esclarecer la
relacion dentro de los genogrupos de las especies de Ehrlichias, situando a A. marginale
dentro del arbol filogenético, en el genogrupo II de las Ehrlichias, las cuales son
patdégenos de animales y humanos que se transmiten por garrapatas (Biberstein, 1999).

Se conocen cuatro especies del género Anaplasma, como agentes causantes de la
anaplasmosis: A. marginale, que es la mas patdgena para los bovinos; A. centrale,
causante de una relativa forma benigna de anaplasmosis en bovinos; A. caudatum
también en ganado bovino y A. ovis, causante de un padecimiento limitado a ovinos y
caprinos (Ristic y Kreir, 1984), siendo A. marginale la Unica especie identificada en Cuba
(Alonso y col., 1989). La secuencia nucleotidica de la regién 16S del ARNr de A. centrale
estd estrechamente relacionada con la secuencia de A. marginale con un 98.08 % de
identidad (Inokuma y col., 2001).

Dumler y col., (2001), propusieron que en la familia Anaplasmataceae se incluyeran
especies del género Wolbachia, Ehrlichia, Cowdria y Neorickettsia y conservar los géneros
Anaplasma y Aegyptianella dentro de la familia. Propusieron, ademas que miembros del
grupo de E. phagocytophila, incluyendo E. phagocytophila, E. equis, E. granulocitica
humana (HGE), asi como E. bovis y E. platys debian ser unidos con el género Anaplasma.
Cada uno de estos agentes persiste en sus respectivos hospederos mamiferos y se
transmite dentro y no entre las generaciones del vector bioldgico. Por otra parte, se han
encontrado genes homologos entre los miembros de este grupo, algunos de los cuales
son miembros de familias de multigenes que pueden estar arreglados en "tandem” o
dispersos en el cromosoma (Dame y col., 1992; Walker y Dumler, 1996).

1.2. Caracteres morfofuncionales y culturales

A. marginale es un microorganismo sin forma definida. Se establecieron tres categorias
de acuerdo a su talla: El clasico cuerpo marginale, una forma intermedia cuerpo inicial y
la de tamafio pequefio conocido como cuerpo polihédrico (Ristic y Watrach, 1963; Palmer
y McGuire, 1984; Ristic y Kreier, 1984).

En los hospederos vertebrados, Anaplasma spp., infecta a los eritrocitos maduros con la
formacion de una vacuola derivada de dichos eritrocitos, alrededor del organismo
(Francis y col., 1979). Cada organismo tiene un didmetro de 0.55- 0.85 um y contiene
los cuerpos iniciales que consisten en agregados granulares densos rodeados por una
doble membrana de 40-50 um de espesor. El microorganismo se replica dentro del
eritrocito por fision binaria para formar hasta ocho organismos individuales dentro de
una vacuola simple (Ristic y Watrach, 1963; Palmer y McGuire, 1984; Ristic y Kreier,
1984). Posteriormente, los organismos salen del eritrocito, utilizando mecanismos
aparentemente no liticos e infectan los eritrocitos aledanos (Erp y Fahrney, 1975).
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El cuerpo inicial se encuentra dentro de los glébulos rojos en nimero variable y esta
formado por material fibrilar y varios granulos electrodensos que contienen ADN, ARN y
hierro organico, rodeados por una doble membrana. Estos cuerpos iniciales, a la vez, son
limitados por una vesicula intracitoplasmatica, constituida por una sola membrana, y que
también posee material fibrilar, nombrada cuerpo de inclusién (Ristic y Kreier, 1984).
Nakamura y col., (1989) demostraron la presencia de carbohidratos en la superficie de
los cuerpos iniciales de A. marginale, pero al parecer éstos no son importantes en la
hemaglutinacién de los cuerpos iniciales, ya que cuando se tratd6 con NalO; o
neuroaminidasa, no se encontraron diferencias con respecto al control. Esto sugiere que
aparentemente los carbohidratos de superficie de los cuerpos iniciales no juegan un
papel importante en la adhesion de A. marginale. Cuando se trataron los eritrocitos
bovinos con o quimotripsina 0 neuroaminidasa, fue evidente la pérdida de la
hemaglutinacion, no asi cuando se siguid el tratamiento con tripsina y varias fosfolipasas,
lo que sugirié que el ligando del receptor de los eritrocitos estd compuesto parcialmente
por proteina y/o acido sialico (McGarey y Allred, 1994).

Este hemoparasito se caracteriza ademas, por producir catalasas, no producir pigmentos
y no formar esporas u otros estados de resistencia. Es sensible a la tetraciclina e
insensible a las penicilinas, sulfonamidas, estreptomicina y arsenicales. Su infectividad
puede ser destruida al exponerlo a 60°C, al menos por 50 minutos y a rayos X 0 a
sonicacién a 35°C por 90 minutos. (Ristic y Kreier, 1984).

En Brasil se detectaron y aislaron cepas de A. marginale con un apéndice de inclusion. El
mismo presenta estriaciones longitudinales electrodensas y no se origina directamente
del cuerpo de la rickettsia, sino de un complejo localizado en la unién entre la membrana
de inclusién y el apéndice. Este apéndice permanece en las células huéspedes, incluso
aun después que A. marginale abandonan los glébulos rojos (Ribeiro y Passos, 1996;
Stich y col., 1997).

A. marginale se logré cultivar, pero por cortos periodos de tiempo, mediante la
propagacion del parasito en un cultivo de una linea celular derivada de embriones de
garrapata Dermacentor variabilis, pero para poder mantener el crecimiento se
necesitaron realizar pases continuos, pues este microorganismo requiere para su
propagacion de células hospederas con una alta actividad de crecimiento y multiplicacion
y un medio con suero fetal bovino (Hidalgo y col., 1989). Sin embargo, Munderloh y col.,
(1996), lograron propagar continuamente esta rickettsia en una linea celular derivada de
Ixodes scapularis, usando como indculo sangre de bovino infectado. Un segundo
aislamiento, derivado de vacas naturalmente infectadas en Oklahoma, se propagéd en la
misma linea celular de garrapata, lo que tiene potencialidad para ser utilizado como
antigeno para el desarrollo de una vacuna mejorada contra la anaplasmosis en los
Estados Unidos (Blouin y col., 1998).

2. Biologia Molecular de A. Marginale

A. marginale presenta un ADN circular de doble cadena, cuya talla total oscila entre 1
200 y 1 250 kpb, determinado por los analisis de restriccion realizados al genoma de la
cepa Florida, con las enzimas Sfi I y Pac I. El andlisis 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 genoma es constante, con un contenido de G + C de 56 %, lo cual se
determind por analisis espectral (Alleman y col., 1993).
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En este parasito se describen seis genes (mspla, msplf, msp2, msp3, msp4 y msp5),
que codifican para las proteinas principales de superficie de los cuerpos iniciales, que
constituyen blancos de la respuesta inmune del hospedero contra el patégeno (Palmer y
McGuire, 1984; Tebele y McGuire, 1991). Hasta la fecha varios de los genes que codifican
para las MSPs se han clonado, secuenciado y expresado (Barbet y col., 1986; Allred y
col., 1990; Barbet y Allred, 1991; Visser y col., 1992; Oberle y col., 1993; Alleman y col.,
1998). Estos trabajos han revelado que algunos de estos genes son polimorficos entre
cepas y existen en familias de multigenes.

El gen mspla codifica para la proteina de membrana MSPla y se encuentra
representado en el genoma por una simple copia. Posee una gran similitud con los genes
de E. coli, en cuanto a las secuencias consenso de la region promotora, sin embargo, no
se ha detectado una secuencia con similitud a la de Shine-Delgarno de E. coli (Palmer y
McGuire, 1990). Este gen presenta un alto polimorfismo de talla entre los aislamientos de
distintas regiones geograficas, debido a que posee secuencias oligonucleotidicas repetidas
en tandem (Oberle y col., 1988; Allred y col., 1990; Palmer y McGuire, 1990). Estas
secuencias se encuentran repetidas en el gen 2, 4, 6 y 8 veces en los aislamientos
Virginia, Washington, Idaho y Florida respectivamente (Palmer y McGuire, 1990; de la
Fuente y col., 2002a; de la Fuente y col., 2002b) y 5 veces en el aislamiento Habana
(Corona vy col., 2004), de ahi el alto polimorfismo de talla observado, por lo que se ha
utilizado para la diferenciacion y deteccion especifica de aislamientos de A. marginale
(Lew y col., 2002).

Por su parte, el gen msplp esta formado por una familia de multigenes, compuesta al
menos por cuatro copias (Camacho y col., 2000). Este gen también presenta dominios
de secuencias repetidas, al igual que mspla, aunque son de menor extension. Por
ensayos de RFLP, se demostré que esta familia de genes es polimérfica entre aislados de
regiones geograficamente diferentes (Barbet y Allred, 1991). En estos momentos se sabe
que todas las copias del gen son capaces de expresarse y que codifican para proteinas
estructuralmente Unicas (Camacho y col., 2000).

El gen msp2 esta formado por una familia multigénica. Presenta una gran variabilidad
fundamentalmente en su extremo 5’ (Palmer y col., 1994) y codifica para moléculas
proteicas estructuralmente distintas, las cuales presentan epitopes B diferentes, en las
regiones con alto polimorfismo de aminoacidos. Durante la fase aguda de la enfermedad
hay transcripcion de diferentes copias de este gen paralelamente (Eid y col., 1996;
French y col., 1998).

El gen msp3 forma parte también de una familia multigénica, cuyas copias se encuentran
ampliamente distribuidas a través del cromosoma (Alleman y Barbet, 1996). El analisis
de la secuencia de tres genes reveld regiones conservadas y regiones variables dentro del
marco abierto de lectura de los mismos. Este gen codifica para una proteina de 86 kDa,
que es considerada un antigeno inmunodominante (Palmer y col., 1986; McGuire y col.,
1991).

El gen msp4 se encuentra como una simple copia en el genoma de A. marginale y
codifica para una proteina de 31 kDa (MSP4) (Oberle y col., 1988, Palmer y col., 1988,
Corona y col., 2000). Un rasgo peculiar de este gen, es que la secuencia de la region 3'
contiene repeticiones imperfectas invertidas que exhiben abundantes estructuras
secundarias (Oberle y col., 1993). de la Fuente y col., (2002a), han demostrado que este
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gen proporciona informacion filogenética sobre la evolucion de los aislamientos de A.
marginale, a diferencia del gen mspla, que puede brindar informacion filogeografica, sdlo
cuando se analizan un gran numero de aislamientos de un area geografica.

El gen msp5 esta representado en el genoma como una simple copia, altamente
conservada entre las cepas de A. marginale estudiadas (Martinez y col., 2004). La
presencia del gen en todas las especies de Anaplasma, incluyendo A. ovis, sugiere que
este gen es esencial en el ciclo de vida del parasito, lo que avala el uso del mismo para
el desarrollo de procedimientos de diagndstico molecular. Se han identificado elementos
de control procariontes en la secuencia de este gen, los cuales son funcionales en la
bacteria E. coli (Visser y col., 1992).

2.1. Proteinas de los cuerpos iniciales

Como se ha mencionado anteriormente, se han caracterizado seis MSPs, denominadas:
MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4 (Palmer y McGuire, 1984) y MSP5 (Tebele y McGuire,
1991).

Estas proteinas presentan un polimorfismo variable entre distintos aislamientos de A.
marginale. Se encuentran en una estrecha relacidon intermolecular en la superficie de
membrana de los cuerpos iniciales (Vidotto y col., 1994) y ademas pueden contener
estructuras helicoidales con segmentos transmembrana, dominios para la constituciéon de
complejos multiméricos y regiones que funcionan como secuencia sefial (Barbet y Allred,
1991; Tebele y McGuire, 1991; Palmer y McElwain, 1995; Alleman y Barbet, 1996). La
inmunizacion del ganado con membranas de A. marginale que contienen las proteinas de
superficie induce inmunidad protectora contra la enfermedad clinica (Tebele y McGuire,
1991).

La proteina MSP1 fue originalmente descrita como AmF105 (Palmer y McGuire, 1984) vy
estd compuesta por dos subunidades MSP1a (105 kDa) y MSP1b (100 kDa), unidas por
enlace disulfuro. Se ha demostrado que el complejo y las dos subunidades separadas,
median la adherencia a los eritrocitos bovinos (McGuire y col., 1984), esto sugiere que
MSP1a y MSP1b funcionan como adhesinas y se podrian requerir para la invasion de los
eritrocitos, ya que anticuerpos especificos para MSP1 bloquean la unién de A. marginale
a éstos. Ademas estos anticuerpos opsonizan los organismos vivos para la fagocitosis de
los macroéfagos (Cantor y col., 1993). Por otra parte la inmunizacién del ganado bovino
con la proteina MSP1 nativa confiere un 100 % de proteccién contra la rickettsemia
aguda y la enfermedad (Palmer y col., 1986; Palmer y col., 1989).

La inmunizacion del ganado bovino con la proteina MSP1 nativa purificada confiere
proteccién contra la rickettsemia aguda. Sin embargo, a diferencia de estos resultados,
cuando se utiliza la proteina nativa, la inmunizacion con las proteinas recombinantes
MSP1a, MSP1b o la combinacién de ambas, no induce proteccién significativa (Palmer vy
McElwain, 1995). La MSP1lb recombinante utilizada en los ensayos fallidos de
inmunizacion se derivd de una copia del gen, el Unico miembro de la familia secuenciado
hasta este momento (Barbet y Allred, 1991). Actualmente se sabe que existe coexpresién
de al menos dos copias diferentes del gen, en la fase aguda de la anaplasmosis y la
expresiéon de proteinas MSP1b con epitopes B variables (Camacho y col., 2000).
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La proteina MSP2 esta presente en la membrana como un tetramero adyacente a las
proteinas MSP1, MSP3 y MSP4. Sus subunidades estan unidas mediante puentes
disulfuro, es relativamente inmunodominante y posee un peso molecular de 36 kDa
(Palmer y col., 1988; Palmer y McElwain, 1995). Esta proteina es altamente polimorfica,
con presencia de epitopes conservados (Palmer y col., 1994), aunque presenta epitopes
B diferentes, en las regiones polimérficas. Se ha demostrado la expresién de diferentes
variantes antigénicas de esta proteina, durante la rickettsemia aguda (Eid y col., 1996).
La conservacion de la estructura gendmica para la generacion de variantes de MSP2 y de
epitopes CD4" en A. marginale y A. centrale indica que estas dos especies presentan un
repertorio similar de epitopes MSP2 al sistema inmune y esto puede ser responsable de
la eficacia de proteccidon contra A. marginale cuando se prueban vacunas de A. centrale
(Brayton y col., 2002; Shkap y col., 2002).

La MSP3 estd codificada por una familia multigénica, es también inmunodominante
durante las infecciones natural y experimental. Tiene un peso molecular de 86 kDa y se
puede encontrar ademas en A. centrale y A. ovis (Palmer y McElwain, 1995). Es
estructural y antigénicamente diferente entre cepas de A. marginale, presenta
polimorfismo de talla entre aislamientos geograficamente diferentes (Alleman y Barbet,
1996) y es expresada por un simple "locus”, en el cual la variaciéon de los genes msp3
expresados es generada por recombinacion utilizando seudogenes (Meeus y col., 2003).
La proteina MSP4 de 31 kDa, es altamente conservada entre los distintos aislamientos de
A. centrale y A. marginale. Esta proteina contiene blogues de aminoacidos relacionados
con la proteina MSP2 (Alleman y Barbet, 1996). Sus epitopes conservados son de gran
importancia tanto para el diagnéstico como para el desarrollo de una vacuna (Tebele y
McGuire, 1991; Oberle y col., 1993). 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 homodlogas (McGarey
y col., 1994).

Otra de las proteinas, con una talla conservada entre todos los aislamientos y presente
en todas las especies conocidas de Anaplasma spp., es la MSP5. Tiene un peso molecular
de 19 kDa, es de poca complejidad estructural y muy importante en el ciclo de vida
celular, aunque se desconoce exactamente su funcidon. Se encuentra formando un dimero
en la membrana, cuyas subunidades se unen por puentes disulfuros. La proteina nativa y
la recombinante muestran un epitope reconocido por el anticuerpo monoclonal AnaF16C1
(Visser y col., 1992), presente en los estadios del parasito en la garrapata y en la forma
intraeritrocitica, utilizandose en ensayos de ELISA competitivo, para la identificacion de
los animales infectados persistentemente (Knowles y col., 1996). Este epitope induce
altos titulos de anticuerpos en todas las especies infectadas, incluyendo bovinos, chivos y
carneros (Visser y col., 1992; Ndung 'u y col., 1995; Knowles y col., 1996; Munodzana y
col., 1998; Torioni y col., 1998).

La conservacion de la talla molecular de MSP5 entre cepas, tiene un contraste marcado
con el polimorfismo observado para otras MSPs de A. marginale, principalmente MSP1a
(Allred y col., 1990) y MSP2 (Oberle y col., 1988).

Kano y col., (2002), realizaron la caracterizacién antigénica de aislados de A. marginale
de diferentes regiones geograficas de Brasil y en todos los aislados estudiados estuvo
presente la proteina MSP5, lo que coincidid con previos estudios realizados que
demostraban la conservacién de esta proteina en aislamientos de América, Africa e
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Israel (Visser y col., 1992; Knowles y col., 1996; Vidotto y col., 1998).

Oliveira y col., (2003), sugieren que esta proteina puede ser utilizada como antigeno
para el diagndstico seroldgico debido a la conservacidon de los epitopes para las células B
entre diferentes aislamientos estudiados, corroborando la hipdtesis de que este
polipéptido tiene una funcién fundamental en el ciclo biolégico del hemoparasito, estando
presente durante las fases aguda y croénica de la infeccion bovina (Knowles y col., 1996).

3. Caracteristicas de la enfermedad
3.1. Incidencia mundial de la enfermedad

La anaplasmosis bovina es una enfermedad econdmicamente importante por los enormes
gastos que ocasiona, principalmente en las regiones tropicales y subtropicales,
incluyendo los Estados Unidos, donde se reporta una mortalidad anual entre 50 000 a
100 000 animales muertos, con un costo de hasta 300 millones de délares (Palmer y
McElwain, 1995).

Un estudio realizado en el norte de Veracruz (México), mostré que el 69 % del ganado
estaba infectado (Cossio y col., 1997). Esta alta prevalencia estd asociada con un
significativo rango de transmisién, pues el 26 % del ganado que murié en México durante
1995, fue debido al movimiento de ganado susceptible a areas con alta prevalencia de la
enfermedad y por la subsiguiente transmisién de la misma. Tasas similares de infeccidn,
entre el 73 % y 78 % se han calculado con anterioridad para el ganado de St. Lucia
(Hugh-Jones y col., 1988) y el Salvador (Payne y Scott, 1982), respectivamente.

La enfermedad se reporta en muchas areas del mundo, existiendo datos de la presencia
de anaplasmosis bovina en la India (Chitravel y col., 1998) y otras regiones de Asia y el
Pacifico, donde es considerada una enfermedad endémica, causante de pérdidas
considerables en el ganado importado, pues las razas de ganado responden de una
manera muy diferente a una misma infeccion
(http://www.fao.org/docrep/V8300S/v8300sOp.htm).

En Argentina, en el afio 2000 se reportd la existencia de un rebafio donde el 50 % de los
animales tenia anticuerpos contra A. marginale por la prueba de aglutinacion en tarjeta y
en el afio 2003 se reportd una alta incidencia de la anaplasmosis, a pesar de no ser una
enfermedad de declaracién obligatoria (Spath, 2003). En Colombia estd considerada
como de una gran importancia, ya que constituye una restriccion para el incremento de la
productividad ganadera del pais (Benavides y col., 2000; Hans, 2001).

La anaplasmosis bovina se detectdé en Suiza, en una explotacién ganadera en dos sitios
diferentes, con un 8.2 % de muestras positivas por ELISA (Kinhm, 2002). En South Africa
se reportd un 50-75 % de prevalencia de infeccion (Masika y col., 1997). En Venezuela se
observo una muy alta incidencia de la enfermedad (Melendez y Forlano, 1997) y en el
estado de Parana, en Brasil, se reportaron valores de 87.6 % de animales positivos en
una regién donde la anaplasmosis es endémica (Vidotto y col., 1998).

En Cuba, durante los primeros afios de la década de los 90 la anaplasmosis bovina se
presentaba como una de las primeras causas de mortalidad en el ganado adulto.
Solamente en el afio 1993 se estimd una pérdida superior a los dos millones de dodlares
(segun datos de la Direccion de Medicina Veterinaria de Cuba).
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A comienzos de la década del 2000 se observa un cambio positivo con relacién a la
enfermedad, reportandose en los comienzos de este ano una morbiletalidad de un 10 %
por la enfermedad (Informe Primer Trimestre, IMV 2000). Esta situacién esta dada
porque a partir del periodo especial, en nuestro pais existié un cambio en el componente
racial de la ganaderia, con el predominio de animales mas resistentes a las garrapatas,
unido a la incorporaciéon de nuevas tecnologias en el control de ixodidos, como la
vacunacion contra Boophilus microplus con la vacuna recombinante Gavac, y la
combinacidon de ésta con banos garrapaticidas programados. Esto permitido disminuir la
poblacion del vector hasta niveles que garanticen la premunicion en los animales
menores de nueve meses, aspecto este que resulta importante estudiar desde el punto
de vista epizootilégico, para lo cual se hace imprescindible contar con técnicas
diagnosticas sensibles y especificas.

3.2. Transmision

El estudio de la transmision de A. marginale es de fundamental importancia para
establecer un control efectivo de la enfermedad. Son amplias y muy variadas las formas
en que puede transmitirse el parasito y dependen de la presencia de vectores (bioldgicos
y mecanicos), la existencia de animales susceptibles y de condiciones ecoldgicas
favorables (Palmer y McElwain, 1995).

Esta enfermedad puede ser transmitida por artropodos hematéfagos tales como algunos
géneros de garrapatas (Yeruhan y Braverman, 1981), principalmente Boophilus spp. y
Dermacentor spp. (Kocan y col., 1986; Zaugg y col., 1986; Potgieter y col., 1993),
moscas de establo, Stomoxys calcitrans (Yeruham y Braverman, 1981) y mosquitos
Siphona spp. y Psophona spp.; tabanos, Tabanus spp. (Ristic, 1968) y por la forma
iatrogénica que también juega un papel muy importante en la diseminaciéon de la
enfermedad a través de material quirdrgico contaminado (Palmer y col., 2000). A pesar
de esto, Kessler, (2001), planteé que la capacidad de transmisiéon de Anaplasma
marginale por insectos hematéfagos debe ser objeto de posteriores estudios, antes de
considerarlos como vectores epidemioldgicamente importantes.

Las vias mas importantes de transmision de la enfermedad son: la mecénica en la que se
introducen directamente los eritrocitos infectados, ya sea por inoculacion natural a través
de picaduras de artréopodos hematdéfagos parasitados o artificialmente con objetos
punzantes contaminados (Richey y Palmer, 1990) y la transmisién vertical de tipo
placenta-feto, cuando la madre sufre anaplasmosis aguda (Zaugg, 1990). Este autor
demostré que A. marginale, podia, en el segundo y tercer trimestre de gestacion,
atravesar la barrera placentaria e infectar al feto y que probablemente esto no sucedia
dentro de los eritrocitos, sino que era una fase extraeritrocitaria del parasito. Seglin Rey
y col., (2003), la via de transmision trasplacentaria debe ser tomada en cuenta como
factor de riesgo en zonas donde la anaplasmosis es endémica.

Kessler, (2001), reportéd sus consideraciones acerca de que las garrapatas del género
Boophilus son el vector bioldgico principal de la transmision de la anaplasmosis en Brasil,
teniendo en cuenta que la transmision iatrogénica (transfusiones de sangre,
intervenciones clinicas a la masa bovina, y la vacunacién masiva) puede ser evitadas con
las medidas higiénicas. En Cuba, aunque no se han realizado estudios de la transmision
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de la enfermedad, el principal vector involucrado en la transmision parece ser garrapatas
del género Boophilus, teniendo en cuenta que este género es el mas extendido en
nuestro pais.

Es necesario identificar los factores que influyen en la transmisién vy desarrollo de este
patdgeno en las garrapatas para facilitar el mejoramiento de estrategias para el control
de la enfermedad (Walade y col., 1996). La transmision se logra fundamentalmente por
transferencia de garrapatas infectadas y puede ocurrir de forma intraestadial y
transestadial, para lo cual el macho juega un papel relevante en este proceso (Zaugg y
col., 1986).

La transmisién del microorganismo a través de las diferentes especies de garrapata
puede ocurrir de forma transestadial, es decir, de larvas a ninfas y de ninfas a adultos
(Kocan y col., 1981; Kocan y col., 1986). Ademas puede ocurrir del estado de larva a
adulto sin reexposicion en el estadio como ninfa y por adultos machos que se transfieren
del ganado infectado a otro susceptible.

Algunas cepas de A. marginale infectan a las garrapatas (Idaho, Virginia, aislados de
Washington); sin embargo, aparentemente otras no las infectan (Illionis, Florida) (Smith
y col., 1986; Wickwire y col., 1987; Zaugg y col., 1996), por razones que no se conocen,
pero que apoyan las evidencias existentes de la variacidon antigénica del parasito.

A diferencia de los pequenos cuerpos de inclusién que contienen de cuatro a seis
rickettsias en los eritrocitos bovinos, grandes colonias que contiene muchos organismos
se observan en las garrapatas infectadas naturalmente. El ciclo de desarrollo del
microorganismo comienza en las células del intestino medio con la subsecuente infeccidon
de las células musculares del intestino. El desarrollo final ocurre en las glandulas
salivares, desde donde la rickettsia se transmite al huésped vertebrado. En cada sitio de
desarrollo en la garrapata, A. marginale se multiplica dentro de inclusiones unidas a las
membranas, llamadas colonias. Cada ciclo involucra dos estadios: una forma reticulada o
vegetativa y la forma densa infectiva. La forma reticulada que se divide por fisién binaria
es observada primero, dentro de las colonias, que posteriormente se condensan para dar
lugar al estado electrodenso capaz de sobrevivir fuera de las células e infectar a otras
(Kocan y col., 1996).

En cuanto a la existencia de animales susceptibles se describen infecciones subclinicas en
bufalos de agua, ovinos y caprinos (Cossio y col., 1997). En bisontes se observo
parasitemia moderada con respuesta a anticuerpos especificos, demostrandose la
secuencia de infeccién bovino-bisonte-bovino (Chitravel y col., 1998). La rickettsia se
detecté en la sangre de alces (Cervus elaphus) infectados, pero no se notd signos
clinicos de la enfermedad (Zaugg y col., 1996, Garcia y col., 1998). Estos resultan
susceptibles a la infeccidon con A. marginale y A. ovis y su sangre, infectada con ambos
hemoparasitos es infectiva para bovinos y chivos susceptibles, por lo que lo constituyen
un reservorio (Zaugg y col., 1996).

Todo el ganado es potencialmente susceptible a la infeccion con Anaplasma marginale,
aunque ciertas razas desarrollan resistencia a las garrapatas, e inducen un decremento
en la transmision. Los portadores cronicos asintomaticos y otros animales resistentes son
responsables también de preservar el agente etioldégico en la naturaleza (Blood y col.,
1983).
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Palmer y col., (2001), reportaron la presencia de sélo un genotipo de A. marginale en los
bovinos infectados. de la Fuente y col., (2002b), han reportado que en A. marginale
ocurre exclusion de la infeccidon en los eritrocitos bovinos y en las células de garrapatas,
resultando en el establecimiento de sélo un genotipo, siendo el primer reporte de
exclusion de la infeccion para A. marginale y especies de Ehrlichias. Recientemente se
demostrd que la exclusidon de la infeccion con genotipos de A. marginale también ocurre
en garrapatas experimentalmente infectadas, asi como en bovinos y en el cultivo de
células de garrapatas, resultando en el establecimiento de solo un genotipo por garrapata
(de la Fuente y col., 2003a).

de la Fuente y col., (2003b), demostraron que no ocurre transmisién no sistémica de A.
marginale desde garrapatas infectadas a no infectadas, por lo tanto, esto no parece ser
un medio de transmisién de A. marginale. La infeccidon en las garrapatas machos no se
incrementa mientras conviven con las garrapatas hembras, por lo tanto, |la
coalimentacién de Dermacentor spp. adulta parece no influenciar en la dindmica de
transmision de A. marginale.

3.3. Patogenia y sintomas clinicos

A marginale es estrictamente intracelular, un parasito obligado que infecta al eritrocito
bovino y que raramente se observa fuera de las células. El organismo penetra por
invaginacion al eritrocito sin que ocurra destruccion de las células, se encierra en una
vacuola y se multiplica por fisién binaria en forma de cuerpo de inclusion, pudiéndo
observar de dos a tres cuerpos. El periodo prepatente durante la incubacion de la
enfermedad es de dos a tres semanas y la duracion depende de la cantidad de
organismo infectante (Medellin, 2003).

La enfermedad se caracteriza por marcada anemia hemolitica, altos niveles de
rickettsemia, disminucion del peso, aborto y en muchos casos la muerte en animales de
mas de tres anos de edad. La anemia maxima ocurre de uno a seis dias después de la
parasitemia y persiste por cuatro a 15 dias, donde hasta el 75 % de los eritrocitos se
pierden de la circulacion. El periodo de convalecencia es de uno a dos meses, y esta
acompafiado por incremento de la hematopoyesis y puede haber recurrencia de la
parasitemia. Los parametros hematicos retornan a los normales, pero los organismos
continlan presentes en la circulacidon periférica. Los animales que sobreviven a la
infeccion aguda permanecen como portadores con continuos ciclos submicroscépicos de
rickettsemia que pueden persistir durante toda la vida del animal (Viseshakul y col.,
2000).

En los portadores vertebrados, A. marginale invade los eritrocitos maduros con la
formacion de una vacuola, derivada de estos, alrededor de los microorganismos (Francis
y col., 1979). Se multiplica y luego, nuevos organismos salen del glébulo rojo, utilizando
mecanismos hasta ahora desconocidos pero aparentemente no liticos (probablemente
exocitosis) e infectan los eritrocitos aledanos. Después que el parasito entra al huésped
bovino el nimero de células rojas infectadas se duplica entre las 24 y 48 horas
siguientes. La infeccion puede detectarse por microscopia entre 20 y 40 dias después de
la transmision, dependiendo del numero de microorganismos transmitidos y de la
virulencia del aislado (Richey, 1981).
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Un animal infectado no presenta sintomas clinicos hasta que mas de un 15 % de los
eritrocitos no hayan sido parasitados. En ese momento, la parasitemia comienza a
incrementarse geométricamente y posteriormente los eritrocitos infectados se eliminan
del torrente circulatorio mediante fagocitosis por las células del reticulo endotelial del
bazo, higado y nodulos linfaticos; induciéndose el desarrollo de una fase de inflamacién
aguda. La subsecuente fiebre, temperaturas de hasta 41°C, es el primer sintoma clinico
de la enfermedad (Richey y Palmer, 1990). La respuesta febril es seguida de anorexia,
depresion y debilidad muscular, acompanada de una acidosis severa. La destruccion
continuada de eritrocitos, sin liberacion de hemoglobina, trae consigo palidez mucosal,
sangre acuosa Yy posteriormente ictericia, pudiendo aparecer anticuerpos
antieritrocitarios, lo que puede exacerbar la anemia. Luego de esta fase aguda se
presenta la hiperaguda, donde ocurre una pérdida dramatica de peso, aborto de vacas
prefiadas, fallo cardiopulmonar y muerte (Alderink y Dietrich, 1981). Estas ultimas
consecuencias ocurren con frecuencia al cabo de las 24 a 36 horas del pico de
parasitemia, donde hay infectados hasta un 90 % de los eritrocitos (Richey y Palmer,
1990).

Los animales que sobreviven a esta fase disminuyen drasticamente la parasitemia vy
desarrollan una marcada respuesta regenerativa a la anemia. No hay evidencias de que
exista una supresiéon al nivel de médula dsea. Los parametros hematoldgicos retornan
gradualmente a valores normales luego de muchas semanas (Swift y Thom, 1983).

El ganado recuperado puede permanecer infectado persistentemente con bajos niveles de
parasitemia, que fluctia por periodos largos de tiempo. A estos animales se les denomina
portadores asintomaticos de la enfermedad, en los cuales la enfermedad es dificil de
diagnosticar por los métodos tradicionales (Visshakul y col., 2000).

Estos animales afectados pueden desarrollar la forma crénica de la enfermedad sin
manifestaciones clinicas. Esta forma ademdas de presentarse como secuela de la
convalescencia de las infecciones agudas, también puede ser el resultado de una
infeccion inducida con cepas atenuadas (premunizacién) (Palmer y McGuire, 1995).

Las huellas postmortem que deja esta enfermedad son atribuidas fundamentalmente a la
anemia hemolitica severa. El bazo frecuentemente estd agrandado y se torna de color
rojo marrén. Son comunes la hepatomegalia y un engrandecimiento de la vesicula biliar,
con bilis oscura. Si el animal ha muerto en estadios tardios de la infeccion aguda se
puede presentar el ictero (Richey y Palmer, 1990).

3.4. Inmunidad y resistencia

El ganado puede contraer la enfermedad a cualquier edad, sin embargo la mortalidad y
severidad aumentan con la misma. Los terneros de menos de 6 meses exhiben una
resistencia natural, pues aun cuando se infectan, raramente exhiben los signos clinicos
(Alonso y Blandino, 1988). El ganado entre 6 meses y tres afios comienza a incrementar
el padecimiento y ocurren mdas muertes con el avance de la edad. En general la
parasitemia y la anemia son menos graves en los animales jévenes, posiblemente debido
a que la respuesta inmune celular es mayor por la competencia del timo, el sistema
hematopoyético es mas activo y por el papel mas activo de la hemoglobina fetal (Richey
y Palmer, 1990).
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A. marginale induce en el organismo respuesta humoral y mediada por células, sin
embargo, los anticuerpos al parecer juegan un papel menos importante (Bautista-Garfias
y col., 2000). Los animales infectados desarrollan anticuerpos, fundamentalmente del
tipo IgG e IgM, y exhiben durante las Ultimas etapas de la infeccion aguda una respuesta
mediada por células, en la que aparecen los macrofagos activados segregando IFN-y, que
estimula fuertemente la proliferacién de linfocitos de sangre periférica (Galade y col.,
1996). 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. Sin embargo, existen antigenos claves de A. marginale que
estimulan la produccion de anticuerpos neutralizantes, por lo que la respuesta humoral
juega algun papel en el desarrollo de la inmunidad contra la anaplasmosis (Richey y
Palmer, 1990; de la Fuente y col., 2002a).

El estudio de los mecanismos inmunes protectores contra A. marginale se focaliza
fundamentalmente en la fase aguda de la enfermedad. Palmer y col., (1999) plantearon
la hipdtesis de que la eliminaciéon de A. marginale requiere de la induccion de niveles
altos de anticuerpos de la subclase 1gG, dirigidos contra los epitopes B de la superficie del
microorganismo. Asi mismo, sugirieron la activacién de los macrofagos, mediada por
células T CD4*, que llevan a la opsonizacion, fagocitosis y destruccion del patdogeno (Bock
y col., 1997).

El ganado que se recupera de una infeccion aguda y que por tanto ha tenido una
infeccion preinmune por un aislamiento medianamente virulento de A. marginale o A.
centrale desarrolla resistencia a una reinfeccién con la misma cepa. En algunos casos el
ganado recuperado queda desprotegido o parcialmente protegido contra aislamientos
heterdlogos (Richey y Palmer, 1990).

Factores solubles de células mononucleares (linfocitos y monocitos) de la sangre de
ganado infectado, reducen la proporcion de eritrocitos que contienen organismos viables
“in vitro”, indicando que puede ocurrir un mecanismo independiente de anticuerpos para
el control de la rickettsemia durante la anaplasmosis aguda (Wyatt y col., 1996). A
pesar de que ante la invasion de este parasito median ambas respuestas, el sistema
inmune del hospedero es incapaz de eliminar completamente la infeccion en la fase
cronica de la enfermedad. Esto podria deberse a la variabilidad antigénica de este
microorganismo. Se ha visto que tanto en la fase aguda como en la crénica hay un
comportamiento de aumento y disminucidn de los niveles de eritrocitos infectados, lo cual
sugiere que participan los mismos mecanismos de respuesta primaria del hospedero para
controlar ambos ciclos de rickettsemia (Kieser y col., 1990).

3.5. Epidemiologia y control de la anaplasmosis

La existencia de inmunidad previa, la velocidad de transmisiéon y la edad a la que ocurre
el primer contacto con el parasito (primoinfeccidn), determinan el efecto clinico que
causara este contacto entre el huésped vy el pardsito. El cuadro clinico tipico de la
infeccién aguda por A. marginale ocurre Unicamente en animales adultos susceptibles
cuando se transportan a regiones endémicas. En los sitios donde las garrapatas son
abundantes la epidemiologia de esta enfermedad se caracteriza por la estabilidad
enzodtica, que implica la presencia de un alto porcentaje de ganado infectado, con la
rara ocurrencia de la enfermad clinica (Benavides, 1985). Esta relacidon se mantiene
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debido a dos factores: la inmunidad pasiva (anticuerpos), proveida por el calostro y la
temprana infecciéon de los terneros, los que se demostré que poseen resistencia innata
hasta cerca de los nueve meses de edad. Durante esta edad los animales adquieren la
infeccion sin presentar los signos aparentes de la enfermedad y la inmunidad resultante,
una vez establecida, es mantenida en el ganado adulto mediante reinfecciones, sin
sintomas clinicos (Cetra y col., 2000).

En regiones donde la poblacidon de garrapatas se reduce artificialmente con un intenso
control, se rompe el equilibrio, pues no todos los terneros se infectan antes de los nueve
meses de edad, creando asi un segmento de ganado susceptible, que muy posiblemente
desarrollaran la enfermedad clinica aguda cuando tengan contacto con el hemoparasito
tiempo después. Esta situacion es conocida como inestabilidad enzoodtica, en la cual la
enfermedad se vuelve periédicamente aparente, coincidiendo con periodos favorables
para la reproduccion de las garrapatas (Benavides, 1985).

3.6. Tratamiento y control

Hasta la fecha no se cuenta con un procedimiento efectivo para el control de la
anaplasmosis en muchas areas, a pesar del incremento de los portadores, animales
susceptibles, vectores de transmisién y de las cuantiosas pérdidas econdmicas que
provoca (Palmer y col., 1999). Los métodos de control para la anaplasmosis no han
cambiando marcadamente durante los Ultimos 50 afos e incluyen el control de los
artropodos, la quimioprofilaxis, la vacunacion, y el mantenimiento de los rebafios libres
de Anaplasma (Guglielmone y col., 1996; Kocan y col., 2000).

En nuestro pais el control de la anaplasmosis se ha llevado a cabo fundamentalmente
mediante tratamiento terapéutico, uso de insecticidas y acaricidas y mas recientemente
con el uso de la vacuna recombinante contra B. microplus (Gavac) (2% Taller Nacional de
Control de la garrapata, La Habana, Cuba, 2000).

En muchos casos la infeccidon se controla, en parte, por la administracion de bajas dosis
de tetraciclina y se estudid el efecto de ésta en el cultivo de células de garrapata,
guedando demostrada su utilidad para la evaluaciéon de nuevos antibidticos en el control
de la anaplasmosis (Blouin y col., 1998). En los casos clinicos severos se hace necesaria
la terapia de soporte, mediante la aplicacién de hidratantes, antihistaminicos vy
analgésicos para eliminar de manera efectiva los estados de portador (Medellin, 2003).

El ganado que se recupera de la infeccion aguda desarrolla inmunidad protectora, que
puede inducirse con vacunas muertas (Montenegro-James, 1991). Sin embargo, la
produccion de vacunas a partir del microorganismo muerto o de su fraccionamiento,
resultd poco conveniente e incosteable, ya que no se habia logrado establecer un cultivo
"in vitro” donde pudiera replicarse el parasito, lo que obligaba al uso de bovinos vivos.
Segun Blouin y col., (1998), la propagacién de A. marginale en una linea celular derivada
de Ixodes scapularis, con potencialidad para ser utilizada como antigeno, constituye un
avance importante para el desarrollo de una vacuna mejorada contra la anaplasmosis
bovina. Sin embargo, no se debe dejar de tener en cuenta la variabilidad antigénica que
se presenta en aislados de regiones geograficamente diferentes.
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4. Diagnéstico de la enfermedad

El control de la anaplasmosis, ademas de requerir de una vacuna efectiva, necesita de
métodos de diagndstico que permitan conocer la prevalencia del microorganismo en las
diferentes zonas de los paises tropicales y subtropicales, ademas que permitan identificar
de forma segura a los animales portadores para el movimiento de animales a zonas libres
del hemoparasito (Camacho y col., 2000).

El diagnédstico diferencial de fiebre, anemia hemolitica aguda e icterus en el ganado
adulto incluye babesiosis, eperytrozoonosis, theileriosis, leptospirosis, hemoglobinuria
bacilar, hemoglobinuria postparto, toxicidad por plantas y antrax. La ausencia de
hemoglobinuria en caso de anemia aguda, apoyada por la identificacion positiva del
eritrocito parasitado, diferencia estas otras enfermedades hemoliticas de la anaplasmosis
clinica (Richey y Palmer, 1990).

El diagnostico de la anaplasmosis se dificulta debido fundamentalmente a lo dificil de
detectar los portadores, ya que no hay sintomas clinicos que lo diferencien de los
bovinos no infectados y los cuerpos de inclusion dentro de los glébulos rojos no son lo
suficientemente numerosos como para ser detectados por los métodos tradicionales
(Aboytes-Torres y Buening, 1990; Masika y col., 1997).

4.1. Identificaciéon del agente

Entre los métodos utilizados para la deteccion del agente podemos citar la
subinoculacion de eritrocitos infectados en animales esplenectomizados, la tincién de
Giemsa a los frotis de sangre, ELISA que detecta antigeno y las técnicas moleculares,
como hibridacién de acidos nucleicos y PCR (World Organization for Animal Health,
2000).

4.1.1. Estandar de oro

Para la deteccidon de animales infectados persistentemente el método que se considera el
estandar de oro, consiste en la subinoculacion de eritrocitos infectados con A. marginale,
a animales susceptibles esplenectomizados. Sin embargo, este procedimiento no es
practico en las pruebas de rutina (Luther y col., 1980) por la manipulacién quirdrgica que
conlleva y porque proporciona poca informacién sobre los niveles de parasitemia (Visser y
Ambrosio, 1987).

4.1.2. Tincidon con Giemsa a los frotis de sangre

Entre otras técnicas utilizadas para detectar el organismo se incluye la tincién con Giemsa
a los frotis de sangre (Gainer, 1961). Sin embargo, cuando el animal esta en la fase
cronica o en el estadio de portador no expresa un elevado nivel de parasitemia como para
ser detectado por la tincion (Trueblood y Palmer, 1998).

La tincion con Giemsa es un método confiable, barato y capaz de detectar niveles de
parasitemia de 0.1 a 0.2% (Eriks y col., 1989), o sea s6lo pude detectar niveles mayores
a 10° eritrocitos infectados por mililitro de sangre (Gale y col., 1996), ademas, resulta
tedioso, no apropiado para un gran numero de muestras e incapaz de discernir con
facilidad cuando el eritrocito esta invadido por A. marginale o por A. centrale (Visser y
Ambrosio, 1987).
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La tincidn mediada por anticuerpos puede ser utilizada como una técnica de tincidon
alternativa. Su mejor aplicacion es para detectar A. marginale en muestras de sangre
tomadas post-mortem para lo que muestra ser mas sensible que la tincion con Giemsa
para este propodsito (Johnston y col., 1980).

4.1.3. ELISA para detectar antigeno

El ELISA para detectar antigeno se desarrollé en el Laboratorio Internacional para la
Investigacién de enfermedades de animales en Kenya, y en la Universidad de
Washington, en los Estados Unidos, mostrando alta sensibilidad y especificidad, ademas
de poder ser disefiado de diferentes maneras (Harlow y Lane, 1988).

El ensayo ELISA desarrollado para detectar antigeno, utilizando anticuerpos monoclonales
para epitopes conservados de la proteina de superficie MSP1, logré discriminar entre
anaplasmosis y otras enfermedades hemoparasiticas clinicamente similares, sin
embargo, la sensibilidad de este ensayo no fue mayor de 0.01 (1,1 % de parasitemia),
por lo que la prueba no resulté idénea para la deteccién de portadores (Trueblood y col.,
1991).

4.1.4. Técnicas moleculares

Las sondas de acidos nucleicos, las cuales hibridan solamente con su secuencia
complementaria, constituyen una prueba sensible y especifica para el diagndstico
(Engleberg y Eisenstein, 1984). Ademas la intensidad de la sefial de hibridacién obtenida
se correlaciona con el numero de parasitos, dando informacién del nivel de parasitemia.
(Barbet y col., 1986; Wirth y col., 1986).

En el diagndstico de A. marginale se han utilizado sondas de ADN gendmico (Ambrosio y
Potgieter, 1987) y recombinantes, basadas en ADN (Visser y Ambrosio, 1987; Goff y col.,
1988) o ARN (Eriks y col., 1989), pero en ocasiones la limitada sensibilidad de la sonda
prohibe la deteccidon de portadores sanos con muy bajo nivel de parasitemia (Shompole y
col., 1989).

Con una sonda de ARNm derivada del gen mspla, se logré mejorar la sensibilidad
detectandose niveles de parasitemia entre 0.0025 y 0.000025 % en los portadores sanos.
Esto hace que la prueba sea 4000 veces mas sensible que la microscopia Optica, ademas
de que es capaz de detectar la infeccién en estadios tempranos, lo que resulta de gran
importancia para evitar las pérdidas que ocasiona esta enfermedad (Eriks y col., 1989).
La sensibilidad de este ensayo resultd Util para la deteccion de niveles de infeccién en
garrapatas y para la identificacién de ganado persistentemente infectado, ademas de
determinar la prevalencia e incidencia de garrapatas infectadas en areas enzooticas. El
uso de esta sonda ayuda a las estrategias de control racional de la garrapata, combinado
con la vacunacién, para reducir los dafios de la enfermedad (Goff y col., 1988).

Kocan y col., (1998), desarrollaron una sonda de ADN no radioactiva para detectar A.
marginale en ganado y garrapata, mostrando igual sensibilidad y especificidad que las
sondas radioactivas, ademas de poder ser utilizada en la hibridacion “in situ ”
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La sensibilidad y especificidad del PCR resultan de gran valor para la identificacion de
patdégenos de vectores artropodos. Este método ha detectado R. typhi y B. burgdorferi
en artrépodos, ademas de ser utilizado para la identificacion de garrapatas infectadas con
el aislamiento Virginia de A. marginale, usando cebadores diseflados a partir de la
secuencia nucleotidica del gen msp1p del aislamiento Florida. Puede ser utilizado para
estudios epizootioldgicos de garrapatas de campo, en la cual la infeccién puede ser dificil
de detectar por otros métodos. (Stich y col., 1991; Stich y col., 1993).

La infeccion persistente de A. marginale en ovejas fue caracterizada por Palmer y col.,
(1998), utilizando el PCR (gen msp5), pudiendo observar un patron de persistencia
similar al del ganado bovino. Figueroa y col., (1993), desarrollaron una PCR multiple para
la deteccidn de B. bovis, B. bigemina y A. marginale a partir de sangre de bovino, con
buenos resultados.

Torioni y col., (1998), optimizaron un PCR "nested” acoplado con analisis de secuencia e
hibridacién para identificar el gen msp5 de A. marginale, siendo capaz de detectar hasta
30 eritrocitos infectados por mililitro de sangre, lo cual lo hace de 10-100 veces mas
sensible que los PCR previamente descritos, sondas de ARN y ensayos de hibridacion
(Eriks y col., 1989; French y col., 1998; Gale y col., 1996; Ge y col., 1996; Ge y col.,
1997). EI PCR "nested” unido con la hibridacion resulta un método altamente sensible y
especifico para detectar animales infectados con A. marginale.

Georges y col., (2001) desarrollaron un método de hibridacién reversa y PCR (RLB) de
las regiones 16S 6 18S del ARNr para la deteccion de hemoparasitos en bovinos,
demostrando una gran prevalencia de infecciones mezcladas, lo que indica que animales
infectados con Babesia spp., estaban también infectados con Theileria spp. 6 Anaplasma
spp. Un PCR simple basado en el gen mspla ha logrado diferenciar A. marginale en
Norte América, pero no se ha probado con aislados de otros lugares (Palmer y col.,
2001).

4.2. Diagndstico serologico

Las pruebas seroldgicas son de gran importancia para estudios epidemioldgicos con el
objetivo de caracterizar areas de estabilidad e inestabilidad enzodtica. La aplicacion de
estas pruebas resulta relevante en lugares donde se practique el control intensivo de
garrapatas, en los centros de inseminacion y transferencia de embriones, asi como en los
lugares donde se produzcan animales de elite o reproductores puros, relacionados
también con la industria lechera
(http://www.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/naoseriadas/anaplasma/anaplasma.html).

El diagndstico seroldgico incluye pruebas como fijacion del complemento, aglutinacion en
tubos capilares, aglutinacidn rapida en tarjeta, ensayos de IFI, y las pruebas Dot-ELISA y
ELISA. Las pruebas seroldgicas como fijacion del complemento y aglutinacion en tarjeta,
son los métodos mas cominmente utilizados para detectar animales infectados con A.
marginale en el campo y fueron métodos aceptados para el movimiento de animales a
nivel internacional (Word Organization for Animal Health, 2000).

Todos estos ensayos para la deteccidén de anticuerpos utilizan antigenos crudos obtenidos
de A. maginale parcialmente purificado, lo que provoca que se pierda la sensibilidad y
especificidad que se requiere para un diagndstico eficaz (Montenegro-James y col., 1985,
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Kocan y col., 1996). Una parte de los errores que se cometen con estos ensayos, se debe
a los resultados falsos positivos, causados por la contaminacion con eritrocitos y la
presencia de anticuerpos antieritrocitos en el suero de algunos animales. La frecuencia de
anticuerpos contra los eritrocitos se ve marcadamente aumentada en el suero de los
animales vacunados con vacunas derivadas de sangre, tales como las que se utilizan
para Babesia spp. (Duzgun y col., 1988). 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 fijacibn de complemento, no detectan
todos los isotipos de las inmunoglobulinas (McGuire y col., 1979).

4.2.1. Fijacion del complemento

Esta prueba utiliza el proceso estandar de fijacion del complemento. El antigeno consiste
de cuerpos de Anaplasma que han sido separados del eritrocito por lisis, aunque se
utiliza también una técnica que requiere solo pequefias cantidades de los reactivos (Avon,
1974)

La fijacién del complemento ha sido uno de los métodos mas utilizados para detectar
animales infectados con A. marginale, en el campo (Gonzalez y col., 1978). A pesar de
gue esta técnica ha sido utilizada por muchos anos, existen evidencias de que le falta
sensibilidad y tiene errores por su limitada habilidad para detectar bajos niveles de
anticuerpos. Puede ser utilizada como una prueba de monitoreo, pero no para los
programas de erradicacién, ya que muchos animales infectados pueden ser
diagnosticados como negativos, pues no es capaz de detectar anticuerpos contra A.
marginale en animales portadores (McElwain, 2000). Existen otras desventajas entre las
que se encuentran la complejidad y laboriosidad que requiere y la baja especificidad y
sensibilidad, sobre todo en paises donde hay presentes enfermedades hemoprotozoarias
(Palmer y col., 1986).

4.2.2. Pruebas de aglutinacion

Se han descrito dos pruebas de aglutinacion: la aglutinacion en tubos capilares vy la
aglutinacion rapida en placa (Amerault y col., 1972). En ambos casos el resultado es
leido como positivo o negativo, pero no determina titulo de anticuerpos. Este ultimo
puede llegar a rendir un 2 % de falsos positivos y 16 % de falsos negativos en un estudio
controlado. Esta técnica puede ser desarrollada en el laboratorio o en el campo, dando el
resultado en muy pocos minutos, pero como se dijo anteriormente, existe un gran
problema con las reacciones no especificas (Teclaw y col., 1985).

4.2.3. Inmunofluorescencia indirecta de anticuerpos (IFI)

Esta prueba ha sido utilizada para el diagnéstico de anaplasmosis y frecuentemente se ha
considerado una prueba sensible, sin embargo, por sus caracteristicas en ocasiones se
considera no util, pues pueden ocurrir reacciones falsas positivas, que se atribuyen al
largo periodo de incubacién de esta enfermedad (Goff y col., 1988).

Goff y col., (1988) y Montenegro-James y col., (1985) reportaron ensayos de IFI, los
cuales presentan un numero alto de reacciones falsas positivas y un alto fondo de
fluorescencia. McGuire y col., (1984), realizaron una IFI donde utilizaron como antigeno
una muestra cruda de A. marginale, contaminado con membranas eritrocitarias, dando
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una serie de resultados falsos positivos y falsos negativos en el ganado infectado
agudamente y en el convaleciente; en el ganado persistentemente infectado arrojé un
porciento de falsos negativos. Asi mismo, la IFI ha sido utilizada para estudios
epidemioldgicos (Duzgun y col., 1988; Jongejan y col., 1988).

4.2.4. Dot- ELISA y ELISA

Se han desarrollado pruebas ELISA para identificar anticuerpos contra A. marginale en
suero bovino (Duzgum vy col., 1988; Ndung'u y col., 1995; Knowles y col., 1996). El
ELISA es una prueba sensible, especifica y brinda la posibilidad de una mejor
interpretacion de los resultados, comparada con las técnicas antes mencionadas (Duzgum
y col., 1988). En 1986, Palmer y McGuire realizaron un ELISA utilizando la proteina
MSP3, pero actualmente se ha comprobado que ésta presenta epitopes comunes con A.
ovis y no se encuentra conservada entre los diferentes aislamientos de A. marginale por
lo que el uso, en el diagnostico en general, de la proteina nativa o recombinante no es
recomendado (Alleman y Barbet, 1996). El uso de la proteina MSP5 como antigeno ha
mostrado buenos resultados en la deteccion de diferentes especies del género
Anaplasma (Ndung'u vy col., 1995).

Otros ensayos inmunoenzimaticos usan como antigeno epitopes del polipéptido MSP1
(Trueblood y col., 1991) y cuerpos iniciales de A. marginale, dando este ultimo reaccién
cruzada con A. centrale (Nakamura y col., 1989). Este tipo de antigeno también se ha
usado en pruebas Dot-ELISA obteniéndose buenos resultados (Montenegro-James y col.,
1992).

Para mejorar los parametros de sensibilidad y especificidad se han desarrollado técnicas
de diagndstico utilizando anticuerpos monoclonales (Trueblood y col., 1991) y antigenos
recombinantes (Knowles y col., 1996; Torioni y col., 1998). El establecimiento de un
ensayo de ELISA competitivo (Torioni y col., 1998), utilizando la proteina recombinante
MSP5, permitid el incremento de la sensibilidad a un 96 % vy la especificidad de un 95 %,
pudiendo detectar las infecciones persistentes del parasito, por lo que los autores
sugieren esta técnica para estudios epidemioldgicos, programas de erradicacion y para la
regulacién internacional para el movimiento del ganado. La utilizacion de un rMSP5
cELISA demostré que este es altamente especifico para el diagndstico serolégico de
anaplasmosis en ganado de Norteamérica.

Reyna-Bello y col., (1998), desarrollaron un ensayo ELISA para el diagndstico seroldgico
de la anaplasmosis bovina con la proteina MSP5 de A. marginale. El ELISA desarrollado
con sueros de campo de diferentes regiones geograficas de Venezuela mostré una
seroprevalencia de la enfermedad de un 47 %, lo que coincidié con los resultados de los
estudios epidemioldgicos realizados. Estos resultados confirman la importancia de la
MSP5 como un antigeno Gtil para el diagndstico seroldgico de la anaplasmosis bovina.
Mas recientemente, Bowles y col., (2000), han desarrollado un ELISA comercial para la
deteccién de anticuerpos contra A. marginale y A. centrale en Australia y Zimbabwe,
mostrando una sensibilidad y especificidad en Australia de 100 % vy 83.3 %,
respectivamente y en Zimbabwe una sensibilidad de un 100 %, no siendo posible calcular
la especificidad por la poca cantidad de sueros positivos con que contaban. Estos autores
concluyeron que el ELISA es una alternativa util para los estudios epidemioldgicos cuando
se compara con la prueba de aglutinaciéon en tarjeta. Braz Junior y col., (2002)
desarrollaron un sistema ELISA para la deteccion de anticuerpos anti A. marginale con
un 100 % de especificidad y un 94.87 % de sensibilidad.
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A pesar de los resultados obtenidos con los ensayos de ELISA, se hace necesaria la
existencia de una prueba diagndstica que se pueda realizar al lado del animal, que resulte
sensible y especifica, para lo cual la proteina MSP5 recombinante promete ser un fuerte
candidato, lo que permitird un diagndstico rapido y efectivo de la enfermedad en el
campo. Se deben tener muy en cuenta las potencialidades que muestran el gen msp5 y
la proteina MSP5 de Anaplasma marginale para la determinacidn del agente y de
anticuerpos contra éste. Trabajos previos han demostrado que la proteina MSP5 de A.
marginale resulta de gran utilidad en ensayos de formato ELISA (Torioni y col., 1998),
ya que elimina los problemas sefalados de los antigenos crudos, utilizados en otras
técnicas como la aglutinacion en tarjeta y que el gen msp5 es de gran utilidad para el
diagnostico molecular, mediante PCR, en animales persistentemente infectados (Torioni y
col., 1998). Este gen y su producto de expresion son recomendados en el monitoreo de
animales para el movimiento internacional de ganado y en programas de control de la
anaplasmosis bovina (Palmer y McElwain, 1995).
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