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RESUMEN: Anaplasma marginale es una rickettsia del genogrupo Il de las Ehrlichias, que parasita
los eritrocitos maduros del ganado bovino. Hasta e momento no se cuenta con un método de control
eficaz contra la enfermedad, por lo que resulta de gran importancia desarrollar un inmundgeno capaz
de prevenir la infeccion con este patdgeno. A esto se le agrega la necesidad de contar con técnicas
de diagnodstico més sensibles para ser utilizadas en el movimiento internacional de ganado hacia
zonas libres de la enfermedad, que permitan la deteccion de animales portadores, asi como para
conocer la prevalencia de la enfermedad en las regiones tropicales y subtropicales. EI gen msp5
esta representado en el genoma como una simple copia, altamente conservado entre todas las
especies de Anaplasma y todas las cepas de A. marginale, por 1o que resulta un importante candidato
para ser utilizado en € diagnostico. En e presente trabajo se realizd la amplificacion por PCR de
dicho gen para la deteccién de Anaplasma marginale en 113 animales sin sintomas clinicos de la
enfermedad, de los cuales 96 resultaron positivos para Anaplasma marginale, resultando el ensayo
altamente sensible y especifico.
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DETECTION OF AnaplasmamarginalelN BOVINE, USING THE msp5 GENE
AMPLIFICATIONBY PCR

ABSTRACT: Anaplasma marginale is a rickettsia of Ehrlichias genogroup I1. It parasites mature
erythrocytes in bovines. There is not still an effective control method against the disease; thus it
is of great importance to develop an immunogene able to prevent infection by this pathogen. There
is also a need of having more sensitive diagnostic techniques which allow the detection of carrier
animals in order to be used in cattle international movement towards areas free of the disease; as
well as to know the prevalence of the disease in tropical and subtropical regions. Gene msp5 is
represented in the genome as a simple copy; it is highly preserved among all Anaplasma species
and all A. marginale strains; thus it is an important candidate for being used in diagnostic. In this
paper, the amplification by PCR of such gene was carried out for the detection of Anaplasma
marginale in 113 animals without clinical symptoms, from which 96 were positive to this
microorganism, being the assay highly sensitive and specific.
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INTRODUCCION pués de una infeccién primaria, permanecen
persistentemente infectados de por vida, independien-
Anaplasma marginale es una rickettsia del  temente de re-exposiciones a la rickettsia (1), sirvien-
genogrupo Il de las Ehrlichias, que parasita los  do como reservorio para la transmision de la enferme-
eritrocitos maduros del ganado bovino. Los animales dad en el campo (2).
gue sobreviven a la anaplasmosis bovina aguda, des-
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El control de la anaplasmosis bovina requiere de
unavacuna efectiva y de la identificacion exacta de los
animales portadores. Los dos métodos recomendados
para la deteccion de éstos son la identificacion del
ADN de la rickettsia en sangre, mediante técnicas
moleculares y la deteccidn en suero de anticuerpos
especificos contra A. marginale (3). Este tltimo se hace
dificil por los métodos seroldgicos de rutina (4), por lo
qgue contar con técnicas de mayor sensibilidad y es-
pecificidad, es una necesidad.

Trabajos previos han demostrado que la proteina
MSP5 de A. marginale resulta de gran utilidad en en-
sayos de formato ELISA (5,6), ya que eliminalos pro-
blemas sefialados de los antigenos crudos, utilizados
en otras técnicas como la aglutinacion en tarjeta. El
gen msp5 es de gran utilidad para el diagndstico
molecular, mediante PCR, en animales
persistentemente infectados (5). Este gen y su pro-
ducto de expresién son recomendados para el
monitoreo de animales durante el movimiento interna-
cional de ganado y en programas de control de la
anaplasmosis bovina (7).

Teniendo en cuenta las potencialidades del gen
msp5 y la sensibilidad y especificidad que ofrece la
PCR, para ser utilizados en el diagnéstico, el objetivo
del presente trabajo fue desarrollar un ensayo de PCR
a partir de la amplificacion del gen msp5, para demos-
trar la presencia de A. marginale en muestras de bovi-
nos en explotacion.

MATERIALESY METODOS

Muestras trabajadas: Se muestreo un total de 113
animales hembras, procedentes de tres establecimien-
tos ganaderos de la provincia La Habana que realizan
las actividades de cria con propdsito lechero y se re-
cogieron los datos que se muestran en la Tabla 1. La
sangre utilizada para el diagndstico por frotis sangui-
neo se obtuvo mediante puncién de una vena de la
cara interna de la oreja, previo lavado de la piel, con
aguja de calibre 26 X 1/2, desechando las primeras
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gotas (8). La sangre para el diagnéstico por PCR se
obtuvo mediante puncion de la vena yugular, utilizan-
do agujas hipodérmicas calibre 40 X 15 y tubos de
cristal de fondo plano (Polylabo) conteniendo 10 mg
de EDTA como anticoagulante. La sangre se lavé con
PBS y se conservé a -20°C en crioviales (Neogene)
con 30% de glicerol (9).

Controles positivos: Se seleccionaron cinco bovi-
nos de laraza Siboney, de seis a siete meses de edad,
seronegativos a Babesia spp. por inmunofluorescencia
indirecta (10) y a A. marginale por aglutinacién en pla-
ca (11). Estos animales se esplenectomizaron y se
mantuvieron en estabulacion con pienso y forraje ver-
de. Durante 25 dias se les realiz6 chequeo de
hemoparasitos por frotis sanguineo (8). Posteriormen-
te se lesinoculd por via intravenosa, 20 mL de un esta-
bilizado del aislamiento Habana, preparado segin
Dalgliesh (12) y se mantuvieron inoculados hasta que
alcanzaron un 50% de parasitemia, siguiendo el curso
de la infeccidn por tincidn de los frotis sanguineos con
colorante de Giemsa (8). Cuando alcanzaron esta
parasitemia, se les extrajo sangre, la cual se mezcld
con 10 mg de EDTA como anticoagulante y se some-
tieron a tratamiento.

Controles negativos: Se trabajé con dos bovinos
de la raza Siboney de seis a siete meses de edad,
seronegativos a Babesia spp. por inmunofluorescencia
indirecta (10) y a Anaplasma marginale por aglutina-
cion en placa (11). Se esplenectomizaron y se mantu-
vieron en estabulacion con pienso y forraje verde du-
rante 25 dias. Se les realiz6 chequeo de hemoparasitos
y posteriormente se les extrajo sangre, siguiendo la
metodologia descrita previamente.

Purificacion del ADN: EIADN de A. marginale se
purificé siguiendo la metodologia descrita por Ambrosio
y Potgieter (13), a partir de 2 mL de sangre de los
animales experimentalmente infectados, de los anima-
les negativos y de los animales de campo. Los ADN
de los aislamientos Florida e Idaho fueron gentilmente
cedidos por el Dr. Guy H. Palmer (Departamento de
Medicina Veterinaria y Parasitologia, Washington State

TABLA 1. Caracteristicas de los anima es muestreados./ Characteristics of the sampled animals

Vaqueria NUmer o de animales Categoria/lRaza M or bilidad/M ortalidad
CENSA 25 Vacad No Mortalidad/ no Morbilidad
(Grupo 1) Siboney
Valléde Pe 46 Terneros 8-10 meses/ No Mortalidad/ no Morbilidad.
(Grupo2) Siboney
Los Naranjos 42 Vacas/ No Mortalidad/ no Morbilidad
(Grupo 3) Holstein
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University y el ADN de Tripanosoma spp. fue cedido
por el Laboratorio de Genética, CINVESTAV, México.
La purificacion del ADN de B. bovis y B. bigemina se
realizé segun el protocolo descrito por Fahrimal et al.
(14). EI ADN bovino se purific segin la metodologia
descrita por Osta et al. (15).

Amplificacién del gen msp5 mediante PCR:
La amplificacion del gen se realiz6 mediante PCR,
a partir de 50 ng de los ADN purificados, en una
mezcla de reaccion de 25 mL, contentiva de 2.5
mL de solucion tampdén 1X (Tris HCI 200 mM, pH
8.8, KCI 10 mM, MgCl, 2.5 mM, Triton X-100 0.1 %,
Promega), 20 pmoles de los cebadores:
5’GTGTTCGTTGGGGTGTGATAGATGAGS3 vy
5 TAAGAATTAAGCATGTGACCGCTGACS3', 0.2mM
de los dNTP_ (Promega)y 1U de Taq polimerasa 5 U/
mL (Promega). Del ADN obtenido de las muestras de
campo se utilizaron 5 ul para la realizacion del PCR.
En todos los casos se utilizo el siguiente programa de
amplificacion: un ciclo de 94°C, 1 minuto; 30 ciclos de
94°C, 1 minuto, 53°C, 1 minuto, 72°C, 1 minuto; un
ciclo de 72°C, 10 minutos. Todos los reactivos se
manipularon en flujo laminar (BHA 72), utilizando pun-
tas confiltros (Eppendorf) resistentes a los aerosoles.

Las amplificaciones se realizaron en un equipo
Mastercycler personal (Eppendorf) y los resultados se
visualizaron en geles de agarosa (Sigma) al 0.8 %, en
tampon TBE 0.5X a 100 Vy 50 mA en TBE 0.5X, en
cdmara de electroforesis Apparatus GNA-100
(Pharmacia) y fuente Shandom Southern (V500/150),
durante una hora. Para la visualizacién del ADN los
geles se tifieron con bromuro de etidio 0,5 mg/mL, en
tampon de corrida durante 30 minutos, se observaron
en un transiluminador de luz ultravioleta MacroVue
(Pharmacia) y se fotografiaron con camara digital
EPSON 3.3 Mega, PIXELS.

1200pb —p
600pb
500pb —b

100pb —»
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Especificidad del PCR con diferentes aislamien-
tos de A. marginale: Para determinar la especificidad
con diferentes aislamientos de A. marginale se utiliza-
ron 50 ng de ADN de los aislamientos cubanos, Haba-
na, Valle del Perq, Oriente 1y del aislamiento Florida.

Especificidad analitica del PCR: Para determi-
nar la especificidad con otros hemoparasitos, se reali-
z6 la amplificacion del gen msp5 a partir del ADN de B.
bovis, B. bigemina y Tripanosoma spp. Se realizé ade-
mas la amplificacion a partir de ADN bovino.

Sensibilidad analitica del PCR: Para determinar
la més baja concentracion de ADN purificado que pue-
de ser detectado, se trabajé con ADN de un animal
inoculado con la cepa Habana de A. marginale, con un
50 % de parasitemia, se realizaron diluciones seriadas
desde una concentracion de ADN de 100ng/uL hasta
0.002ng/uL. Los resultados se visualizaron en gel de
agarosa al 1 % en TBE 0.5X.

Resultados y Discusion

El PCR desarrollado resultd especifico para A.
marginale, (Fig. 1). No hubo amplificacion a partir del
ADN de otros hemoparasitos que pueden estar pre-
sentes en el bovino, ni de ADN bovino. La amplifica-
cion del gen fue posible en todos los aislamientos de
A. marginale probados, apareciendo una banda de
653pb (Fig. 2).

Se demostré la sensibilidad del PCR utilizando di-
luciones de ADN de A. marginale, pudiendo detectar-
se hasta 0.01 ng/mL de ADN gendmico de este
hemoparasito (Fig. 3). Teniendo como base lo plantea-
do por Eriksetal. (1), quienes determinaron que 0.01
ng de ADN es equivalente a aproximadamente 6000
organismos y conociéndose que cada eritrocito
parasitado contiene un promedio de 6-12 organismos

FIGURA 1. Determinacion delaespecificidad anditica
del PCR. Linea 1. Marcador depeso molecular de100
pb (Promega), 2: ADN del aisdamiento Habana de
Anaplasma marginale, 3: ADN de Babesia bovis, 4:
ADN de Babesia bigemina, 5: ADN de Tripanosoma
spp., 6: ADN bovino, 7: Control de agua./
Determination of analytical specificity of PCR. Line
1: Molecular weight marker 100 bp (Promega), 2:
DNA of Anaplasma marginale Habana isolate, 3:
DNA of Babesia bovis, 4: DNA of Babesiabigemina,
5: DNA of Trypanosoma spp., 6: bovine DNA, 7:
negative control.
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de A. marginale (16), entonces esto es equivalente a
1000 eritrocitos parasitados por mL de sangre bovina
y un 0.000025% de parasitemia.

Con relacién al frotis sanguineo, nuestro ensayo
resulta altamente sensible, si tenemos en cuenta que
la tincién de los frotis de sangre con Giemsa s6lo
permite detectar niveles de parasitemia del orden del
0.1- 2% (17).

La amplificacion del ADN del parasito tiene venta-
jas sobre otros métodos para la deteccion en anima-
les persistentemente infectados con A. marginale, por-
que el parasito es dificil de detectar por los métodos
de diagnostico convencional (17) cuando el animal tie-
ne bajos niveles de parasitemia. Herrero et al. (18),
realizaron un estudio por PCR para la deteccién de A.
marginale en Costa Rica, planteando que el PCR pue-
de detectar bajos niveles de parasitemia en los anima-
les persistentemente infectados, que no pueden ser
detectados por los métodos convencionales.
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FIGURA 2. Determinacion dela especificidad del
PCR, a partir de ADN de aislamientos de A.
marginale de diferentes regiones geogréficas. Li-
nea 1: Marcador de peso molecular de 100 pb
(Promega), 2: ADN bovino, 3: Control de agua, 4:
ADN dd aidamientoHabana, 5: ADN dd aidamiento
Valledd Per(, 6: ADN del aidamiento Orientel, 7:
ADN del aisamiento FH orida./ Determination of the

il «—653pb  specificity of PCR, with A. marginaleisolatesfrom

different geographical regions. Line 1: Molecular
weight marker 100 bp (Promega), 2: bovine DNA,
3: negative control, 4: DNA of Havanaisolate, 5:
DNAof Valledel Peruisolate, 6: DNAof Oriente
lisolate, 7: DNA of Florida isolate.

FIGURA 3. Determinacion delasensbilidad
analiticade PCR. Lineal: Marcador depeso
molecular de 100 pb (Promega), 2: 100ng/mL,
3:10ng/mL, 4: Ing/mL, 5: 0.1ng/mL, 6: 0.05ng/
mL, 7: 0.03ng/mL, 8: 0.025ng/mL, 9: 0.020ng/
mL, 10: 0.010ng/mL, 11: 0.002ng/mL, 12: Con-
trol de agua./ Determination of theanalytical
sengtivity of PCR. Linel: molecular weight
marker 100 bp (Promega), 2: 100ng/mL, 3: 10ng/
mL, 4: Ing/mL, 5: 0.1ng/mL, 6: 0.05ng/mL, 7:
0.03ng/mL, 8: 0.025ng/mL, 9: 0.020ng/mL, 10:
0.010ng/mL, 11: 0.002ng/mL, 12: Control of
water.

<— 653pb

Figueroa et al. (19), realizaron un PCR muiltiple
donde analizan los productos por hibridacion con una
sonda no radioactiva y encontraron que la sensibili-
dad fue de 0.00001% para B. bovisy B. bigeminay
0.0001% para A. marginale. Este sistema se utilizd
posteriormente para estudios epidemiol6gicos en
México y reportd en 420 muestras evaluadas una pre-
valencia de 59.6 % para A. marginale (20). Otros au-
tores han utilizado el PCR para determinar la presen-
ciade A. marginale en lahemolinfa (21) y en la saliva
(22) de D. andersoni, demostrando asi, tanto la fun-
cién del vector como la via de transmision, al hallar el
parésito primero en la hemolinfa y luego en la saliva
de la garrapata.

La utilizacion del PCR en el diagnostico de A.
marginale permite avances significativos no solo en el
diagndstico de la parasitosis, permitiendo disefiar mé-
todos de diagnoéstico altamente eficientes (17), sino
también en estudios epidemioldgicos (20, 23) y en in-
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vestigaciones de transmision de especies de Anaplasma
por rumiantes salvajes, como posibles reservorios de
la anaplasmosis (24).

Al evaluar las muestras provenientes de los anima-
les experimentalmente infectados todas resultaron
positivas por PCR, amplificando la banda de 653pb, lo
gue denota la presencia de A. marginale en estos (da-
tos no mostrados).

De un total de 113 animales estudiados, 22 resul-
taron positivos por tincion con Giemsa a los frotis de
sangre, para un 19.46% y un total de 96 (84.95 %),
resultaron positivos por PCR (Tabla 2) (Figs. 4). Estos
animales sin sintomas clinicos de la enfermedad, donde
fue posible detectar el microorganismo, son animales
gue se encuentran persistentemente infectados. En
estos, las bandas amplificadas en el PCR fueron de
diferente intensidad entre animales de un mismo gru-
po lo que puede estar relacionado con los niveles de
parasitemia presentes y la habilidad para transmitir la
enfermedad, lo que tiene un importante significado
epidemioldgico (1,22).

TABLA 2. Resultados del diagndstico de A. marginale
por tincion con Giemsa a los frotis de sangre y PCR de
las muestras de animales en explotacion./ Results of A.
marginale diagnostic in samples of farms animals using
blood smears Giemsa-stained and PCR

Vagueria | Tincion con Giemsa PCR
(% de positivos) (% de positivos)
Grupo 1 12 84
Grupo 2 28.2 82.6
Grupo 3 14.2 88
Total 19.46 84.95

Los animales que resultaron positivos por frotis se
encontraban, al parecer, en un pico de la rickettsemia,
gue hace que los niveles del parasito aumenten y pue-
dan ser visualizados al microscopio (17).

El estado de portador de anaplasmosis, es un fe-
némeno que no esta suficientemente entendido. Es
posible que bajo determinados niveles de parasitemia
animales individuales no sean capaces de trasmitir la
anaplasmosis, sin embargo, existen factores externos
e internos que pueden ser capaces de alterar los nive-
les de parasitemia de un individuo. Por ejemplo, la
inmunosupresion de los animales infectados, el estrés
ambiental o nutricional (25) y la infeccion con otras
enfermedades puede provocar una recrudescencia de
la anaplasmosis subclinica. Estos factores pueden
contribuir con las fluctuaciones en los diferentes nive-
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les de parasitemia de los animales dentro de un mis-
mo grupo. Eriks etal. (1), determinaron que el nimero
de eritrocitos infectados presente en los animales
persistentemente infectados variaba, con niveles de
parasitemia entre 0.0025 % y 0.000025 % y que den-
tro de un mismo animal estos valores fluctuaban en el
tiempo. Con el sistema utilizado en el presente estu-
dio, se puede detectar hasta 0.000025% de parasitemia,
en animales sin sintomas clinicos de la enfermedad,
sin embargo, se puede aumentar la sensibilidad del
sistema, con la utilizacion de PCR dobles. Esto per-
mitir4 detectar los animales portadores con més bajos
niveles de parasitemia, pues segun Torioni y Echaide
(26) enlos bovinos que se recuperan de la fase aguda
de la enfermedad y que permanecen persistentemente
infectados, se producen ciclos continuos de
rickettsemia con intervalos aproximados de 5 sema-
nas, con valores entre 0.1% y 0.0000001% 6 meno-
res, de eritrocitos parasitados. Estos ciclos estan aso-
ciados a variaciones antigénicas que ocurren en las
moléculas de la superficie de A. marginale, que ca-
racterizan a nuevas poblaciones del parasito resisten-
tes a la respuesta inmune generada por la anterior,
como un mecanismo para evadir el sistema inmune
(26,27). Las combinaciones genéticas para generar
estos nuevos epitopes, resultan mas complejas en el
transcurso de la parasitemia persistente, en respues-
ta ala presion de seleccion ejercida por la respuesta
inmune (28).

La presencia de un nimero elevado de animales
positivos a A. marginale, sin sintomas clinicos de la
enfermedad, en estas unidades de la provincia La Ha-
bana puede estar dado por los métodos de control de
ixddidos utilizados, que combinan la utilizacion de la
vacuna Gavac, con bafios garrapaticidas programados,
segun las caracteristicas de las unidades, los cuales
garantizan que los animales posean un nivel modera-
do de garrapatas, suficiente para asegurar la infeccion
temprana de los terneros, los que poseen una resis-
tencia innata, adn en ausencia de anticuerpos
calostrales hasta cerca de los nueve meses de edad.
Durante esta edad los animales adquieren la infeccion
sin presentar signos aparentes de enfermedady lain-
munidad resultante, una vez establecida, es manteni-
da en el ganado adulto de por vida, mediante re-infec-
ciones, las que son inaparentes clinicamente, por lo
gue se asume que un animal que se recobra de la
enfermedad se convierte en portador (29,30,31).

En términos experimentales, el estado de portador
significa que los eritrocitos infectados con A. marginale
contindan circulando, a niveles no detectables, por lar-
gos periodos de tiempo, quizas durante toda la vida
del animal, siendo relativamente inmunes a infeccio-
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FIGURA 4. Deteccion por PCR de Anaplasma marginal e en muestras procedentesdel Grupo 1. Linea 1y 16: Marcador de
peso molecular de1 kb (Promega), 2y 17: ADN deA. marginale del aidamiento Habana, 3-14, 18-28: Muestras deanimales
en explotacion, 15y 29: Control de agua./ PCR detection of Anaplasma marginalein samplesof Group 1. Line 1 and 16:
molecular weight market of 1 kb (Promega), 2 and 17: DNA from A. marginale Havanaisol ate, 3-14, 18-28: Samplesof

animals, 15 and 29: Control of water.

nes futuras. Este estado se caracteriza por una activi-
dad de anticuerpos generalmente constante, y la de-
teccién no frecuente, en el microscopio, de eritrocitos
infectados (29). El desarrollo de técnicas moleculares,
especialmente el PCR, ha hecho posible la deteccién
de bajos niveles de infeccion en animales portadores
(32,33).

EL uso del gen msp5 en el ensayo de PCR pro-
puesto, permitird contar con una técnica sensible y
especifica para la deteccién de A. marginale en ani-
males sin sintomas clinicos de la enfermedad, lo que
constituye una poderosa herramienta para la importa-
ciény exportacion de ganado. Asi, Palmery McElwain,
(7), proponen el gen msp5Yy la proteina para ser utili-
zados en el desarrollo de técnicas de deteccidn, en el
movimiento internacional de ganado.
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