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con énfasis en la reaccion en cadena de la polimerasa y su variante multiple

AnaMariaBolivar'”

'Laboratorio de Investigaciones Parasitol 6gicas «Jestis Moreno Rangel ». Universidad de los Andes, Facultad
deFarmaciay Bioandlis's, Departamento deMicrobiol ogiay Parasitologia, Mérida-Venezudla.
Correo dectronico: amboalivar @hotmail.com; “Postgrado Biotecnol ogia de Microorganismos. Universidad delosAndes,
Facultad de Ciencias, Departamento de Biologia, M érida-Venezuda.

RESUMEN: En la deteccion de algunos agentes hematicos que comprometen la salud del ganado bovino, se
emplean con mayor frecuencia, méodos parasitoldgicos directos y serolégicos, muchas veces cuestionados
dadas sus bajas especificidad y sensibilidad, adicional dd tiempo consumido en la realizacidn de los mismos.
Por estas razones se discute en la presente resefia, las alternativas diagnésticas PCR y su variante maltiple
como sistemas de deteccion alternativos con alto grado de confiabilidad y ahorros adicionales de tiempo y
recursos en € entendimiento de la dindmica de infecciones hemotrépicas.

Palabras clave: diagndstico, Trypanosoma vivax, Anaplasma marginale, Babesia bigemina, Babesia bovis,
PCR, PCR multiple.

M ethodology for thediagnosis of haemoparasitesin thebovinelivestock with emphasison the
polymerase chain reaction and itsmultiplex alternative

ABSTRACT: In the detection of some hematological agents that compromise the health of cattle, direct
parasitological and serological methods have been more frequently used, very often questioned for their low
specificity and sensitivity, in addition to the time spent in their performance. For these reasons, the diagnostic
alternatives PCR and its multiplex variant are discussed in this review as alternative detection systems for
their high degree of rdiability, in addition to the time and resource savingfor the understanding of the dynamics
of haemoparasitic infections.

Key words: diagnosis, Trypanosoma vivax, Anaplasma marginale, Babesia bigemina, Babesia bovis, PCR,
multiplex PCR.

INTRODUCCION vas metodologias cuyo producto coadyuve a un diag-

néstico certero y efectivo de las infecciones referidas,

ContinGian siendo inestimables en regiones tropi-  superando la baja sensibilidad y especificidad de los

cales y subtropicales del mundo las pérdidas econ6-  métodos convencionales empleados, (4,5) hecho que

micas en el sector pecuario debido a infecciones por  se logra en gran parte, mediante el desarrollo de inves-

hemoparasitos (1). Apesar de estarealidad, ladetec-  tigaciones que emplean herramientas moleculares (4,
cion de tales infecciones al presente, se basa funda- 5, 6).

mentalmente en criterios clinicos y métodos de diag-
nésticos clasicos cuyas fallas dificultan tener idea cierta
de la prevalencia e incidencia reales de las dolencias
ocasionadas en los rebafios (2,3). Lo anterior parecie-
ra justificar la necesidad de llevar a cabo estudios cien-
tificos de relevancia que permitan el desarrollo de nue-

Resulta imprescindible entonces, sensibilizar so-
bre las problematicas que estos agentes representan,
y a las que pudiera dérsele soluciones por lavia de la
investigacion cientifica, trabajando sobre una proble-
mética real que se vive a diario en las explotaciones
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ganaderas donde Trypanosoma vivax, Anaplasma
marginale, Babesia bigemina y Babesia bovis pudie-
ran constituir factores que interfirieren sobre el desa-
rrollo ganadero, pretendiendo con la introduccion de
técnicas biotecnoldgicas, poner a disposicion del pro-
ductor, de herramientas cientificas lo suficientemente
s6lidas como para responder atales retos, ofreciendo
la posibilidad de un diagnéstico certero, especifico,
altamente sensible y en corto tiempo (3).

En respuesta a estos desafios, se presenta la Re-
accion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus si-
glas en inglés) y su variante maltiple (PCR multiple,
PCR multiplex o mPCR) como técnica diagndstica con
alto grado de especificidad y sensibilidad, carente de
interferencia diagnéstica como suele suceder cuando
se aplican otros métodos, entre ellos los convenciona-
les parasitoldgicos y/o serolégicos.

PCR, PCR multiple

La PCR descrita por Mullis en 1983, supuso un gran
avance para la universalizacion de las técnicas
moleculares (7). El método posee caracteristicas es-
peciales de sensibilidad, especificidad, versatilidad,
rapidez y accesibilidad que la hacen util en identifica-
cion y diagnostico. Es eficiente en la deteccion de un
patodgeno a nivel de subgénero, identificacién de la es-
pecie, complejo o serotipo del organismo presente en
una muestra determinada y en la identificacion indivi-
dual (3). El éxito de la técnica y la pulcritud de los
resultados dependen en gran medida del cuidado que
se tenga en evitar contaminaciony en el seguimiento
de recomendaciones (8).

Al presente, los protocolos de PCR convencional
estén bastante extendidos, sin embargo, existen nu-
merosas variantes de la técnica original, algunas de
las cuales han sido empleadas con éxito, entre ellas
la PCR multiple (multiplex PCR, mPCR), cuyo mayor
atractivo se encuentra en la inclusion de una misma
reaccion, de diversos pares de primers que amplifican
fragmentos diferentes de ADN. De esta forma se pue-
den detectar genes diversos de un mismo organismo
(9) o detectar diferentes organismos al mismo tiempo
(20). En lamPCR los primers deben tener una estabi-
lidad térmica similar y puede ser necesario modificar
algunas condiciones de la reaccion para evitar
interacciones entre los oligonucledtidos (11,12). En el
campo veterinario, el ensayo multiple de PCR se ha
desarrollado con la finalidad de amplificar e identificar
en una misma muestra, los microorganismos que con
mayor frecuencia se encuentran infectando de forma
concomitante al ganado principalmente de las regio-
nes tropicales (13). Ademas de su uso en la deteccién
de infecciones por género y especie, es (til en el
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monitoreo de bovinos movilizados a una zona endémi-
cay poder asi detectar cuales animales necesitan tra-
tamiento u otra medida preventiva a tiempo. La mPCR
ademas, puede ser empleada en la caracterizacion de
aislados; la identificacién de cepas atenuadas
(vacunales) o virulentas (de campo), la definicion de
cepas transmisibles o no transmisibles por un vector,
entre otros; que encaminan a un mejor diagnostico y
como consecuencia, al establecimiento de mejores
estrategias de control. También se discute que la ca-
racterizacion de especies con marcadores moleculares
puede ser el primer paso hacia la construccion de
mejores herramientas diagndsticas (14,15).

Numerosos articulos cientificos y manuales discu-
ten en detalle las condiciones que influyen en la cali-
dad de una PCR convencional (16), pero pocas son las
gque han sefialado los factores experimentales y las
dificultades que frecuentemente se observan con una
mPCR. Especialmente importantes resultan las con-
centraciones relativas de los primers, taq polimerasa,
temperaturas de hibridacién y balance entre las con-
centraciones de MgClI2 y deoxinucleotidos (11). De igual
modo se discute la necesidad de formacion técnica
especializaday lainversion de tiempo para la planifi-
cacion y optimizacion de protocolos necesarios en
bldsqueda de un correcto balance entre la amplifica-
cion de productos especificos y la reduccion al mini-
mo de productos inespecificos, tomando en conside-
racion que un nimero mayor de primers secuestran
componentes esenciales. Dados por estos factores,
la sensibilidad del proceso pudiera verse comprometi-
da cuando se aplica directamente a muestras bioldgi-
cas, de alli que la efectividad depende en gran medida
del trabajo con soluciones puras, situaciones que ha
llevado a cuestionar en muchos investigadores la ver-
satilidad de la técnica vs. su aparente simplicidad
(17,18).

A pesar de estas consideraciones, hoy dialamPCR
se presenta con unarentabilidad aceptable, mayor aun
en situaciones que ameritan una interpretacion
diagnostica especial y que permitan ampliar el conaoci-
miento sobre infecciones mixtas o en situaciones que
se requiera de estrategias rapidas, sensibles y espe-
cificas que favorezcan latoma de decisiones (10,19).
Desde su introduccion, ha facilitado el desarrollo de
una gran cantidad de sistemas de deteccion paraiden-
tificar bacterias, virus y parasitos de importancia médi-
ca (14). Al presente, variadas son las publicaciones
que han reportado su uso para la deteccion de
patégenos de interés veterinario (13,20) y muchos de
estos ensayos son comparados con detecciones
seroldgicas y/o parasitologicas que evidencian su ma-
yor especificidad, sensibilidad y velocidad, ventajas



importantes que ofrece sobre los denominados méto-
dos convencionales de diagndstico (21).

Tomando en consideracion lo expuesto, la presen-
te resefia presenta investigaciones que han sido desa-
rrolladas utilizando la PCR y su variante multiple para
el diagnéstico de T. vivax, A. marginale, B. bigemina'y
B. bovis, realizando comparacién con los principales
métodos de diagndstico aun vigentes para cada micro-
organismo. De igual modo se resefian aspectos
ecoepidemioldgicos que permitiran comprender larea-
lidad de estas infecciones en las diferentes unidades
de produccion ganadera (casuistica y limitaciones
diagnésticas), situaciones validas para justificar la
necesidad de implementar nueva metodologia
diagnostica que como la PCR en su variante mdltiple,
pueda dar soluciones, traduciéndose a nivel de labora-
torio en ahorro de tiempo y recursos, y a nivel de cam-
po, de una mayor y mejor rapidez de la accion preven-
tiva y/o implementacion de estrategias de control.

T. vivax

A pesar de la amplia gama de hospedadores repor-
tados (20) incluyendo equinos, bufalinosy ovinos (22,
23), es en el bovino donde el curso de la infeccion ha
sido mayoritariamente estudiado fundamentado quizas
en implicaciones econdmicas (24). Discutido es el
hecho de que las lesiones asi como los signos clini-
cos causados por este hemoflagelado son comunes a
otras etiologias y frecuentemente la infeccién ocurre
junto a otros patégenos, lo que complica el diagnosti-
coy aumentalas probabilidades de morbi-mortalidad
(25, 26).

Un correcto tratamiento y estrategias de control
adecuadas para proteger al ganado contra la
tripanosomiasis dependen en gran medida de datos
epidemioldgicos confiables (26, 27, 28). Los medios
mas comunes para detectar infecciones por T. vivax
incluyen los métodos parasitolégicos y serolégicos.
Los primeros, confrontan como inconveniente principal
la baja sensibilidad en la medida que la infeccidn tien-
de a la cronicidad o la parasitemia se mantiene en
bajos niveles (29), aungque también es importante men-
cionar el pleomorfismo observado en diversas areas
geogréficas del mundo y para lo cual debe ser impor-
tante un observador experto (25, 26, 30). Unido a es-
tas desventajas, se sefiala que en general, la detec-
cion de parasitos circulantes se realiza en frotis de
sangre periférica, olvidandose de la fase subclinica o
asintomatica presente en algunos animales, donde los
niveles de parasitemia ademas de no ser detectables
en los mismos, tienen mayor predisposicion a hallarse
en nddulos linfaticos, mucosa ocular y fluido cerebro-
espinal (30). Por su parte, los métodos seroldgicos

presentan como principales deficiencias no poder discri-
minar entre infecciones recientes y pasadas y no dife-
renciar entre reacciones cruzadas con otros patdgenos
con los que T. vivax comparte similitud antigénica
como Trypanosoma evansiy Trypanosoma theileriy que
con gran frecuencia se encuentran causando infeccio-
nes mixtas en areas endémicas (30, 31, 32).

Diferentes secuencias de ADN y ARN han sido di-
sefiadas a partir de aislados africanos y americanos
de T. vivax a fin de obtener mayor sensibilidad y espe-
cificidad en el diagndstico (33), concediéndole un po-
tencial adicional en la diferenciacién de la
tripanosomiasis animal causada por diversas especies.
En este sentido, la PCR ha sido comparada con la
microscopia convencional, donde halogrado solventar
el inconveniente de la variabilidad morfolégica no coin-
cidente con las formas tipicas observadas en diversos
ungulados, y, aumentando ademas, la posibilidad de
detectar parasitos en animales con infecciones créni-
casy en aquellos con infecciones recién adquiridas en
los que los niveles de parasitemia se encuentran muy
por debajo del limite de deteccion de los métodos
parasitoldgicos (34, 35). Siendo quizés el inconvenien-
te principal que la mayoria de los primers disefiados a
partir de secuencias gendémicas especificas de T. vivax,
no han sido probados lo suficiente bajo condiciones de
campoy diversidad de muestras bioldgicas, proponién-
dose nuevas investigaciones que solventen esta situa-
cién, asi como otras entre ellas la variabilidad
intraespecifica (36, 37) mediante la sintesis de primers
a partir de otras regiones del genoma del parasito (10,
20, 22, 35).

Diversos mPCR han sido desarrollados principal-
mente por su practicabilidad en el diagnéstico de in-
fecciones por Trypanosoma en el continente africano,
donde variadas son la especies (ademas de T. vivax)
gue infectan al ganado bovino. Sin embargo, la princi-
pal limitante en su aplicabilidad a nivel de campo lo
constituye los problemas de sensibilidad, situacion
no observada con los PCR simples y que pudieran
deberse a la naturaleza de los primers (uso de se-
cuencias no conservadas en la sintesis de los mis-
mos causantes de falsos positivos) y/o al nimero de
copias amplificadas cuando son ensayados varios
juegos de primers en una sola reaccion (28). Para
solventar en parte el problema de la sensibilidad de
los mPCR, se han desarrollado técnicas de detec-
cion (post-PCR) por hibridacién para cada uno de los
microorganismos que se desean detectar (38) situa-
cion que pudiera influir de modo negativo en la
practicabilidad y tiempo invertido en una reaccion de
PCR convencional al requerirse de infraestructura,
reactivos y personal calificado adicional.

Rev. Salud Anim. Vol. 35 No. 1 (2013)



4

A. marginale

a-protobacteria causante de la condicion patolégi-
ca denominada anaplasmosis. En bovinos, la literatu-
ratambién sefiala a Anaplasma centrale -descrito por
vez primera en Sudéfrica y utilizado en el desarrollo de
vacunas contra A. marginale en Europa, Australia y
Africa- como patdgeno en algunas zonas geograficas.
En la actualidad es reconocida la diversidad genética
de A. marginale, representado en diferencias a nivel de
morfologia, secuencia proteica, caracteristicas
antigénicas (39) y habilidad de infectar y ser transmiti-
dos por garrapatas, conocimiento que contribuye en
los campos de epidemiologia y estrategias efectivas
de control (40, 41).

A. marginale puede ser transmitido biolégicamente
por garrapatas (han sido incriminadas 14 especies di-
ferentes) o mecanicamente en las piezas bucales de
insectos hematdéfagos (entre ellos tdbanos y mosqui-
tos del género Psorophora) o por inoculacion directa
de eritrocitos infectados a animales susceptibles a tra-
vés de agujas hipodérmicas contaminadas e instru-
mentos quirdrgicos (42) y, en algunos casos, por via
transplacentaria (43). Las pérdidas econémicas cau-
sadas por la anaplasmosis son cuantiosas en la ma-
yoria de los paises afectados, atribuibles tanto a facto-
res de morbilidad como de mortalidad (44).

En Venezuelala anaplasmosis se considera como
una enfermedad parasitaria enzootica de amplia distri-
bucion, existiendo las condiciones edafoclimaticas para
el desarrollo y evolucién de sus vectores naturales en
casi todas las regiones geograficas. En este sentido,
el «status» epizootioldgico de los rebafios puede va-
riar desde una condicién de inestabilidad enzodtica
(bajo porcentaje de animales infectados con alta sus-
ceptibilidad a la infeccion clinica) hasta una condicién
de estabilidad enzodtica (alto porcentaje de animales
infectados y baja susceptibilidad del rebafio a enfer-
mar clinicamente) (44). En el occidente del pais es
comun observar una prevalencia superior al 50% en
extendidos sanguineos tefiidos por los métodos con-
vencionales y asociaciones con T. vivax en el orden
del 18%. En la mayoria de las fincas, los brotes se
observan en situaciones de estrés debido a la falta de
alimentos, pariciones o mal manejo sanitario (2).

El diagnostico de A. marginale se realiza co-
munmente estimando la parasitemia con extendi-
dos sanguineos tefiidos con Giemsa, naranja de
acridina o bromuro de etidio, métodos de gran utili-
dad en fase aguda de la enfermedad, donde una
parasitemia alta es facilmente detectable en los
eritrocitos de los bovinos (45); entre los métodos
seroldgicos, la inmunofluorescencia indirecta y los
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ensayos inmunoenzimaticos utilizando la MSP-5
recombinante (una de las seis proteinas mayoritarias
de superficie altamente conservada e inmunogénica en
todas las cepas conocidas de A. marginale, A. centrale
y Anaplasma ovis) son de uso rutinario en algunos labo-
ratorios de diagnéstico dependientes de universidades,
donde pueden ser usadas en los programas de erradi-
cacion y regulacién de movilizacién de animales ade-
mas de que facilitan las investigaciones epidemiolégicas
(46, 47). A pesar del empleo de estos métodos en la
deteccién de A. marginale, el diagnéstico se dificulta
por la baja sensibilidad y especificidad que algunas de
estas técnicas presentan, situacion demostrada con el
desarrollo de la PCR y las sondas de acidos nucleicos
ADN y/0 ARN (48, 49). En tal sentido a nivel experimen-
tal, se ha comprobado la efectividad de un sistema de
PCR multiple para diagnostico de A. marginale, Babesia
bovis, Babesia bigemina, T. vivax y Trypanosoma evansi
(2), mientras que otros se han utilizado para la detec-
cion de B. bigemina, B. bovis y A. marginale reportan-
do sensibilidades de 0,00001%, 0,00001% y 0,0001%
respectivamente a nivel de campo (50).

Las aplicaciones de las técnicas moleculares per-
miten avances significativos no sélo en el diagndéstico
de A. marginale y su asociacion con otras infeccio-
nes, sino en estudios que apuntan hacia otras areas
de conocimiento. Ensayos de PCR simple (51) em-
pleando los primers BAP-2 y AL34S que amplifican un
fragmento de 409pb sintetizados a partir del gen mspl1p
del aislado A. marginale-Florida, han servido para de-
terminar la presencia de este microorganismo en la
hemolinfay enla saliva de Dermacentor andersoni de-
mostrando asi, tanto la participacion de la garrapata
como vectory la via de transmisién (51). De igual modo,
en el continente africano, diversas investigaciones
empelando herramientas moleculares comprueban el
rol de diversas especies de garrapatas en la transmi-
sion de este patdgeno (52).

La PCR ha sido de gran utilidad para la identifica-
cion de Anaplasma spp. a partir de muestras sangui-
neas utilizando primers sintetizados a partir de la re-
gion altamente conservada 16S (45), y también para la
diferenciacion de especies especialmente en rumian-
tes salvajes, para la diferenciacion de las infecciones
naturales entre A. marginale y las vacunaciones con
A. centrale (21) y en la identificacion de especies en
zonas geogréficas particulares (53), algunos de los cua-
les han sugerido que A. ovis y A. phagocytophilum
(que afectan a ovinos y rumiantes respectivamente)
pertenezcan a la misma especie de A. marginale (21).

Los maés recientes avances en biologia molecular
de A. marginale se han producido con el empleo de la
PCR en tiempo real o nPCR (nested PCR o PCR ani-



dada). La primera ha permitido cuantificar el nUmero
de microorganismos en las glandulas salivares de al-
gunos de sus vectores durante la fase de alimenta-
cién-transmisién (48), asi como la deteccién en san-
gre de diferentes reservorios (54) evidenciando una gran
especificidad al impedir reacciones cruzadas con otros
hemoparasitos y una mayor ventaja cuando se com-
para con PCR convencional o frotis sanguineo (54,55).
Mientras que la segunda ha sido capaz de detectar
hasta 30 eritrocitos infectados por mL de sangre, lo
que corresponde a un aumento de 10 a 100 veces la
sensibilidad con relacion ala PCR simple, sondas de
ARN o hibridaciones que han sido descritas (46). Sea
cual fuere la variante de PCR utilizada, debido a su
alta sensibilidad y especificidad, ésta puede ser utili-
zada como herramienta confiable para validar otras téc-
nicas de diagnéstico, expedicion de certificados para
exportacion de animales o estudios epizootioldgicos
(54, 55, 56, 57).

B. bigemina/B. bovis

Son los nombres con los que se designan a los
agentes causales de la enfermedad parasitaria en bovi-
nos conocida comdnmente como babesiosis, fiebre de
garrapatas, fiebre de Texas, tristeza bovina, agua roja,
malaria bovina o piroplasmosis. Es valido reconocer la
existencia de otras especies que afectan a los bovinos
en areas geogréficas diferentes al continente america-
no: Babesia divergens, Babesia major, Babesia beliceri,
Babesia ovata y Babesia occultans, siendo las carac-
teristicas histéricas, morfologicas y serologicas la prin-
cipal diferenciacion entre ellas (53, 58).

B. bovis a diferencia de B. bigemina es escaso en
sangre periférica y se ubica de preferencia en capila-
res de 6rganos como el cerebro, rifién, higado y bazo.
Ambos son transmitidos principalmente por la garra-
pata Rhipicephalus (Boophilus) microplus aunque en
Venezuela también ha sido incriminada Amblyoma
cajennense. En R. microplus se ha demostrado que
ocurre transmision transovarica, que ha permitido la
amplia diseminacién de estos hemoparasitos a nivel
mundial (59). La situacion epizootiolégica para estos
agentes es variable debido a diferentes practicas de
manejo, condiciones geograficas y manejo del vector,
y en general son escasas o nulas las medidas de con-
trol inmunoprofilactico (2).

La toma de una muestra sanguinea de calidad,
venosa (yugular o coccigea) o capilar (oreja, punta de
la cola) es crucial para iniciar el diagnéstico de labora-
torio de infecciones por Babesia en el cual, tradicio-
nalmente se ha aconsejado la coloracion con Giemsa
en frotis delgados para la visualizacion de posibles
eritrocitos infectados. También ha sido sefialada con

buenos resultados, la coloracién con naranja de
acridina, altamente sensible que colorea los acidos
nucleicos (60) apareciendo las babesias de color na-
ranja brillante con algunas tonalidades verdes y los
eritrocitos de color verde siendo su desventaja, la ne-
cesaria disponibilidad de un microscopio de luz
ultravioleta. En general, estas técnicas son Utiles en
fase aguda donde la identificacion del agente causal
es posible. Los métodos serolégicos han sido poten-
cialmente Utiles para la deteccion de portadores
asintomaticos (infecciones subclinicas), lo que resulta
de utilidad en estudios epidemioldgicos y evaluacion
del estado enzodtico de los rebafios. Entre las técni-
cas serolégicas que han sido empleadas en el diag-
néstico de la babesiosis se citan fijacion del comple-
mento, con buena sensibilidad y especificidad durante
los periodos de infeccién activa y de recuperacion pero
cuestionada para la deteccion de portadores; la difu-
sién en gel, solo reportada en estudios epidemioldgicos
de campo; la aglutinacién, probada en sistemas de
hemoaglutinacion, aglutinacién en capilares, lami-
nas, tarjetas y latex, ventajosas por su rapidez, sen-
sibilidad y disponibilidad de uso en campo; la
inmunofluorescencia indirecta de amplia difusion y uti-
lizacion para la evaluacion de los rebarios debido a su
sensibilidad y facilidad para analizar gran cantidad de
muestras; la técnica de ELISA de facil manejo, uso de
equipos no costosos y reactivos estables. Variantes
de esta técnica empleadas con buen resultado son el
dot-ELISA Yy la SELISA (58, 61). El principal problema
con este conjunto de técnicas serolégicas radicaen el
hecho de que en paises donde se inmunizan los reba-
fios, el aumento de anticuerpos producto de este con-
trol, puede confundir el diagnostico (14). Para solven-
tar en parte este inconveniente, se presentan las téc-
nicas moleculares, desarrolladas cada dia con mayor
sensibilidad y especificidad, y empleadas para el diag-
néstico de Babesia a nivel de género y especie, no
solo en el bovino sino también en el vector, siendo ade-
més de utilidad para la identificacion y correlacion de
lavirulencia entre diferentes aislados (14, 58).

Los ensayos de PCR muiltiple en el campo veteri-
nario, inicialmente fueron descritos para B. bovis, B.
bigemina y A. marginale (50). En esta técnica, la efi-
ciencia de numerosos juegos de primers desarrolla-
dos depende en gran medida del uso de secuencias
conservadas (21,62). Entre los protocolos mdltiples para
el diagnéstico simultaneo de infecciones mixtas que
incluyan a Babesia, se citan la deteccion en bovinos
de A. marginale, T. evansi, B. bovis, B. bigemina y
Theileria sp. siendo de gran ayuda en estudios
epidemiolégicos, ya que permite la disminucion en el
requerimiento de costos, tiempo y personal (59). Los
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primers BilA/BilB y BoF/BoR (50) ensayados a nivel
de campo han evidenciado una alta prevalencia de bo-
vinos infectados con B. bigemina y B. bovis, asi como
laidentificacién de infecciones subclinicas y crénicas.
Este mismo juego de primers asi como otros sinteti-
zados a partir de diferentes regiones del parasito han
sido utilizados para el diagnéstico de infecciones en el
vector R. microplus contribuyendo al mejor entendi-
miento de la verdadera epidemiologia de la infeccion
(63,64,65,66).

Pese alo anteriormente sefialado, en el diagnosti-
co de estos agentes, la tecnologia nPCR pareciera ser
de mayor valia (65,67) y la mayor prevalencia en algu-
nas areas geograficas se justificaria por la mayor sensi-
bilidad de esta variante en comparaciéon a PCR conven-
cionales o mPCR (15,68). En tal sentido utilizando jue-
gos de primers especificos a nivel de especie sintetiza-
dos para ampliar la regién ITS, ha permitido detectar
prevalencias de 21% y 12% respectivamente para B.
bigemina y B. bovis con 6,5% de infeccion mixta (69).

El concepto de PCR en tiempo real también ha sido
aprovechado en el diagnéstico de Anaplasma vy
Babesia en ensayos ejecutados para estudios de ex-
presion del gen (21) y aplicaciones diagndsticas (57)

CONCLUSION

El problema que supone la deteccién de algunos
agentes infecciosos que comprometen la salud del re-
bafio bovino pudiera encontrar solucién mediante la
herramienta diagnéstica PCR, aun mas atrayente en
su variante multiple, al permitir la deteccion en un solo
ensayo, de patégenos de variadas etiologias, salva-
guardando esfuerzos y tiempos considerablesy favo-
reciendo la actuacion preventiva y/o curativa adecuada
y oportuna. A pesar de que en algunos casos son ne-
cesarias modificaciones a la metodologia original a fin
de incrementar la rentabilidad, no hay duda que un
sistema que permita en un solo paso la deteccion de
patégenos como T. vivax, A. marginale y Babesia spp.
a partir de diferentes muestras bioldgicas, resultaria la
meta mas esperanzadora en el campo diagnostico.
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