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Resumen 

La anaplasmosis bovina es una enfermedad producida por Anaplasma marginale, una bacteria 

intracelular obligada que afecta a los glóbulos rojos parasitándolos, esta infección posee varios 

hospederos entre los que destacan rumiantes y ungulados. La transmisión de la enfermedad 

puede darse de forma mecánica y biológica. La prevalencia en América Latina es muy alta y 

causa grandes pérdidas económicas, por lo cual se requiere el desarrollo de pruebas serológi-

cas de diagnóstico.  

Entre las pruebas de diagnóstico utilizadas para la detección de A. marginale destaca el ensayo 

ELISA, mismo que se ha estudiado usando a las proteínas mayores de superficie como antí-

geno para la detección de anaplasmosis bovina.  

En el presente estudio, se estandarizó un ensayo ELISA indirecto anti IgG contra A. marginale, 

para esto primero se expresó y purifico, mediante cromatografía de afinidad, la proteína MSP5 

que se utilizara como antígeno en la prueba diagnóstico, misma que se verifico mediante elec-

troforesis SDS-PAGE y se obtuvo a una concentración máxima de 260.16 ng/mL. El ensayo 

ELISA indirecto se estandarizó con una concentración de antígeno de 1 ug/mL, una dilución de 

anticuerpo primario de 1/200 y una dilución de anticuerpo secundario de 1/20000. El cut-off fue 

de 0.6305 y presento una sensibilidad del 70% y una especificidad del 85.71%. Finalmente, se 

determinó la presencia de anticuerpos tipo IgG utilizando iELISA previamente estandarizado en 

ganado bovino de altura, en donde se analizaron 36 muestras de la localidad del Ilaló de las 

cuales el 100% resulto positivas.   

Palabras clave: Anaplasma marginale, MSP5, ELISA, anaplasmosis bovina.  
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Abstract 

Bovine anaplasmosis is a disease caused by Anaplasma marginale, an obligate intracellular 

bacterium that affects red blood cells by parasitizing them. This infection has several hosts, 

among which ruminants and ungulates stand out. Disease transmission can occur mechanically 

and biologically. The prevalence in Latin America is very high and causes great economic 

losses, for which the development of diagnostic serological tests is required. 

Among the diagnostic tests used for the detection of A. marginale, the ELISA assay stands out, 

which has been studied using the major surface proteins as antigen for the detection of bovine 

anaplasmosis. 

In the present study, an indirect anti-IgG ELISA assay against A. marginale was standardized. 

For this, the MSP5 protein to be used as antigen in the diagnostic test was first expressed and 

purified by affinity chromatography, which was verified by electrophoresis. SDS-PAGE and a 

maximum concentration of 260.16 ng/mL was obtained. The indirect ELISA assay was stand-

ardized with an antigen concentration of 1 ug/mL, a primary antibody dilution of 1/200, and a 

secondary antibody dilution of 1/20,000. The cut-off was 0.6305 and presented a sensitivity of 

70% and a specificity of 85.71%. Finally, the presence of IgG type antibodies was determined 

using iELISA previously standardized in high altitude cattle, where 36 samples from the town of 

Ilaló were analyzed, of which 100% were positive. 

Keywords: Anaplasma marginale, MSP5, ELISA, bovine anaplasmosis. 
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Capítulo I: Introducción  

Formulación del problema 

La anaplasmosis es una enfermedad bacteriana que afecta a una gran cantidad de es-

pecies animales e incluso al hombre. Las especies de Anaplasma más importantes que afectan 

a animales son, A. ovis, A. capra, A. marginale, A. bovis y A. platys. A. phagocytophilum, es un 

patógeno zoonótico emergente que afecta a humanos, perros, gatos, caballos, ovejas, cabras, 

vacas, burros, camellos y jabalíes, causando anaplasmosis granulocítica. La anaplasmosis bo-

vina es producida principalmente por A. marginale, la cual ocasiona importantes pérdidas eco-

nómicas en los sistemas de producción bovina (Zhang et al., 2022). 

La anaplasmosis bovina se transmite a los huéspedes animales principalmente a través 

de las garrapatas, y se han confirmado experimentalmente 20 especies de garrapatas como 

vectores eficientes de A. marginale. Sin embargo, también existe vectores mecánicos como 

moscas chupadoras de sangre, cualquier equipo contaminado con sangre y la infección trans-

placentaria como medios de trasmisión (Asif et al., 2022).  

En el ganado bovino el desarrollo de la enfermedad clínica depende de la edad en el 

momento de la infección, así como de factores como la raza del ganado, la virulencia de la 

cepa, la abundancia de vectores y otros factores que afectan la salud animal, como la cría. 

Cuando los animales jóvenes (<6 meses de edad) se infectan, generalmente no desarrollan la 

enfermedad clínica. Por el contrario, cuando se infectan animales maduros, puede producirse 

una enfermedad clínica grave, con tasas de letalidad que alcanzan el 49 % en el ganado infec-

tado después de los dos años. Los animales que sobreviven a la infección desarrollan un es-

tado de portadores de por vida y están libres de anaplasmosis clínica posterior (Tucker et al., 

2016).  
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En Brasil, la anaplasmosis bovina se considera endémica, causa parasitemia persis-

tente en bovinos de carne y leche de todas las edades. La infección persistente posibilita nue-

vas infecciones a través de la picadura de artrópodos vectores que circulan entre animales pa-

rasitados y animales sanos. Las prevalencias moleculares de esta enfermedad varían según la 

región de Brasil. En São Paulo, cerca del 98% del ganado es positivo para A. marginale, utili-

zando la técnica de PCR cuantitativa. La anaplasmosis se ha descrito en varios lugares del 

mundo, incluso donde no existe una enfermedad endémica, y esto se ha atribuido al transporte 

de ganado (Garcia et al., 2022). Se ha estimado en trabajos anteriores que esta bacteria cuesta 

más de USD 300 millones anuales a la industria ganadera de EE. UU. y más de USD 800 millo-

nes en toda América Latina (Aspinwall et al., 2023). 

Justificación del problema 

Actualmente, existen diferentes cepas de A. marginale a nivel mundial, con diversos 

comportamientos epidemiológicos, virulencia, patogenicidad, adaptación a nichos ecológicos e 

inducción de la respuesta inmune del huésped. Las principales proteínas de superficie de mem-

brana (MSP1a, MSP4 y MSP5) se han utilizado para la caracterización molecular de las cepas, 

ya que son genes únicos que no varían antigénicamente dentro de los aislamientos. En el caso 

de MSP1, la diversidad genética, la evolución de las relaciones huésped-patógeno y vector-pa-

tógeno, y la transmisibilidad de los fenotipos, se ha informado en base a su genoma. Además, 

estas secuencias se pueden usar para comparar cepas en una región dada (Parodi et al., 

2022).  

Las proteínas mayores de superficie han sido ampliamente utilizadas como antígenos 

para el desarrollo de técnicas diagnósticas como ELISA, en el caso del ELISA competitivo utili-

zando MSP5, se ha demostrado su eficiencia en el diagnostico y su reactividad frente a 
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diferentes cepas como: A. marginale, A. centrale y A. ovis. La técnica ELISA indirecto con 

MSP5 es una prueba serológica confiable similar al ELISA competitivo. MSP5 ha demostrado 

su eficacia como antígeno de diagnóstico y se ha utilizado en la serodetección de la infección 

por Anaplasma spp. en varios animales, incluidos rumiantes, equinos y caninos, con un alto ni-

vel de sensibilidad (Zhang et al., 2022). 

En el Ecuador, la anaplasmosis bovina ocasionada por A. marginale ha sido reportada 

en varias regiones, en un estudio realizado por Chavez (2023) en dos mataderos del Ecuador, 

estimó una prevalencia del 60,1 % (Chávez et al., 2023) en los bovinos sacrificados. En otro es-

tudio realizado en la provincia de Zamora Chinchipe de la región amazónica, se determinó una 

prevalencia del 63.8 % (Muñoz Guarnizo et al 2020) y recientemente también se ha eviden-

ciado en las islas Galápagos (Gioia et al., 2018). En el país al momento no existe una técnica 

serológica de detección rápida en el ganado bovino que permita ampliar los estudios epidemio-

lógicos a gran escala en las fincas ganaderas, dicho campo de investigación no ha sido explo-

rado a profundidad en el contexto ecuatoriano, por lo que, será de gran utilidad para la evalua-

ción diagnóstica a nivel de hacienda y animal. El estudio, emitirá información significativa para 

la detección de A. marginale en ganado bovino en Ecuador.  

Objetivos 

Objetivo general 

Determinar de la presencia de anticuerpos tipo IgG contra Anaplasma marginale en ga-

nado bovino de altura, mediante un ELISA indirecto. 
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Objetivos específicos  

• Obtener la proteína recombinante MSP5 de Anaplasma marginale de E. coli que 

contiene el plásmido recombinante 

• Optimizar el ensayo ELISA indirecto para detectar anticuerpos contra la proteína re-

combinante MSP5 de Anaplasma marginale. 

• Determinar la presencia de anticuerpos tipo IgG contra Anaplasma marginale en bo-

vinos de altura del banco de sueros del proyecto BruTryp. 

Hipótesis  

 El ELISA indirecto permite evidenciar la presencia de anticuerpos IgG contra Ana-

plasma marginale en muestras de sueros de ganado bovino de altura. 
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Capítulo II: Marco teórico 

Clasificación taxonómica de Anaplasma marginale  

A. marginale es una bacteria intracelular obligada del orden Rickettsiales, familia Ana-

plasmataceae, que parasita los glóbulos rojos y es el agente causal de la anaplasmosis bovina, 

que es endémica en las zonas templadas, tropicales y subtropicales de todo el mundo (Aspin-

wall et al., 2023), se encuentra exclusivamente dentro de las vacuolas unidas a la membrana 

en el citoplasma de los eritrocitos de los rumiantes. A. marginale causa anaplasmosis bovina en 

animales domésticos y salvajes (Casa et al., 2020). 

Hospedadores o animales susceptibles 

A. marginale afecta a rumiantes domésticos y silvestres, de igual manera, se sabe que 

Anaplasma spp. puede infectar a ciertas especies de ungulados silvestres (Mínguez, 2021), 

pero cada vez hay más pruebas de que puede estar implicada en una amplia variedad de hués-

pedes, como: jirafa (Giraffa camelopardalis), el búfalo africano (Bison bison), el eland (Taurotra-

gus oryx), el kudú mayor (Tragelaphus strepsiceros), el nyala (Tragelaphus angasii) y el antí-

lope (Antilope cervicapra) (van Vuuren & Penzhorn, 2015). 

Las infecciones por Anaplasma se mantienen fácilmente en las poblaciones de ganado. 

En el análisis hecho por Parker et al., 1985, se estudió la resistencia a la infección por A. margi-

nale entre las razas Bos indicus y Bos taurus, evidenciando que Bos indicus posee mayor resis-

tencia. La importancia, si la hay, de los ungulados salvajes como reservorio para la transmisión 

de Anaplasma spp. al ganado es desconocido (International Development Research Centre, 

2016; Rajput et al., 2005). 
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Transmisión  

La transmisión de A. marginale al ganado susceptible ocurre de forma mecánica y bioló-

gica y en casi todos los métodos de transmisión parecen depender de la cepa de anaplasmo-

sis, ya que no todas las cepas son infecciosas para las garrapatas o transmisibles por las mos-

cas (Randall, 2019). 

La forma mecánica puede darse mediante instrumentos veterinarios como: agujas con-

taminadas, equipo de castración y marcado, instrumentos quirúrgicos y otras herramientas que 

pueden servir como fómite para la transferencia de sangre del ganado infectado con anaplas-

mosis al ganado sin tratamiento previo (Randall, 2019).    

La forma biológica de transmisión de Anaplasma spp., ocurre por garrapatas, las cuales 

ingieren eritrocitos infectados donde la bacteria se replica en el intestino y la glándula salival de 

la garrapata. Luego, la garrapata puede pasar la bacteria a un huésped no infectado a través 

de la saliva durante la alimentación (Estrada et al., 2020). La capacidad de una garrapata para 

obtener la bacteria de un huésped infectado depende de la aparición de la enfermedad. En la 

fase aguda de la enfermedad, el 95-100% de las garrapatas que se alimentan del animal infec-

tado se infectarán. En cambio, la probabilidad se reduce al 27-84% cuando se alimenta de un 

animal en fase crónica (Torres et al., 2021).  

El último método de transmisión que se ha identificado es la transmisión transplacenta-

ria, que ocurre cuando el ganado hembra adulto transmite la enfermedad a su descendencia 

(Randall, 2019).    

Ciclo evolutivo 

Tras la transmisión al huésped, A. marginale tiene que infectar el citoplasma de los eri-

trocitos del huésped para replicarse y sobrevivir. Dentro de los eritrocitos, se forman inclusiones 



23 

 

unidas a la membrana con alrededor de 4 a 8 rickettsias (Barrera & Rodríguez, 2020). Después 

de que los eritrocitos del ganado se infectan con este patógeno, hay un período de incubación 

en el que el patógeno se replica en las células sanguíneas infectadas, duplicándose cada 24 

horas (Cardona Arias et al., 2019).  

La replicación continúa hasta el punto en que al menos el 1% de los eritrocitos del hués-

ped están infectados. Este proceso suele ocurrir en un período de 3 a 8 semanas. Para deter-

minar si un animal tiene una infección activa por Anaplasma, al menos el 15% de todos los eri-

trocitos deben estar parasitados. Por lo tanto, para que se caracterice la anaplasmosis aguda, 

el nivel de rickettsemia debe superar los 109 eritrocitos infectados por mL (Mabizari, 2019). 

Los huéspedes en la etapa de incubación normalmente no muestran signos clínicos, 

aunque en algunos casos puede presentarse una fiebre leve. Una vez que los eritrocitos infec-

tados son detectables, el sistema inmunitario del huésped comienza a enviar células reticuloen-

doteliales bovinas para fagocitar los eritrocitos infectados. Esta etapa puede durar de 4 a 9 días 

y el huésped mostrará signos de anemia severa. Si el huésped sobrevive a la etapa de desarro-

llo de la enfermedad, entra en un período de recuperación denominado etapa de convalecencia 

(Calleja et al., 2019).  

Esta etapa se caracteriza por un período de 2 a 3 meses en el que el cuerpo del hués-

ped intenta reponer los niveles de eritrocitos a la normalidad. Una vez que esta etapa termina, 

el huésped ingresa a la etapa de portador donde se convierte en portador del patógeno de por 

vida. A pesar de no experimentar ningún signo clínico de enfermedad en esta etapa, la sangre 

transferida de un huésped portador a uno susceptible inducirá anaplasmosis en el huésped 

susceptible (Calleja et al., 2019). 
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Signos clínicos  

El signo clínico principal de la anaplasmosis es la anemia causada por la pérdida de eri-

trocitos debido a la activación de la respuesta inmunitaria. Este signo se puede identificar por 

debilidad y letargo en el ganado (Estrada et al., 2020). Otros signos de enfermedad que pueden 

presentarse son la reducción de la producción de leche, pérdida colosal de peso corporal, fie-

bre, anorexia, sequedad del hocico, letargo, abortos espontáneos y, finalmente, la muerte por 

hipoxia. Los abortos por anaplasmosis aguda pueden ocurrir durante la última etapa de la ges-

tación (Mabizari, 2019; Watthanadirek et al., 2019).  

El inicio de la enfermedad clínica se caracteriza principalmente por una anemia hemolí-

tica grave. El ganado que sobrevive a la infección aguda se convierte en portador de A. margi-

nale y los organismos pueden transmitirse al ganado susceptible mecánicamente o por pica-

dura de garrapata. A. marginale persiste en el ganado portador debido a su capacidad para 

subvertir el sistema inmunitario mediante la variación antigénica en la que se expresan diferen-

tes variantes de proteínas de la membrana externa (Crosby et al., 2014). 

Los signos pueden variar de leve a grave, con períodos de recuperación que van desde 

varios días hasta varios meses según la gravedad, la edad y la etapa de producción. Los sig-

nos clínicos de anaplasmosis aparecen con mayor frecuencia en animales mayores, mayores 

de dos años, mientras que los animales más jóvenes tienen menos probabilidades de presentar 

signos clínicos graves (Muñoz-Guarnizo et al., 2017). Existen informes anecdóticos de casos 

clínicos de anaplasmosis, e incluso muertes, en bovinos de hasta 18 meses durante períodos 

de mayor estrés o presión concomitante de enfermedades (Randall, 2019). 

Después de un período prepatente natural, que generalmente varía entre 15 y 36 días 

(con un promedio de 26 días), aunque puede llegar a los 100 días, puede seguir una anaplas-

mosis hiperaguda, aguda o crónica (International Development Research Centre, 2016): 
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• La anaplasmosis hiperaguda, rara y generalmente fatal, ocurre con mayor frecuencia en 

animales de raza pura y vacas lecheras de alta producción. Además de la anemia, cesa 

la producción de leche y hay salivación excesiva, respiración acelerada, comporta-

miento irracional y signos de nerviosismo, después de la aparición de los signos clínicos 

los animales mueren. 

• La forma aguda se caracteriza esencialmente por la palidez de las mucosas, depresión, 

inapetencia, disminución de la producción de leche, debilidad general y parasitemia de 

rápido aumento. En algunos animales, la fiebre proporciona evidencia clínica inicial y 

persistente de anaplasmosis, pero esto no es consistente. El curso de la enfermedad 

aguda generalmente es prolongado y puede durar dos semanas o más antes de que 

haya evidencia de mejoría en la condición del animal. 

• La anaplasmosis crónica se manifiesta por una recuperación lenta después de una en-

fermedad aguda y puede persistir por un período de entre dos semanas y tres meses. 

Se caracteriza por falta de apetito, pérdida de peso y diversos grados de deshidratación, 

anemia e ictericia que suelen ser más leves que en la enfermedad aguda.    

Distribución en América del Sur y Ecuador   

En el continente americano, Anaplasma spp. se encuentra distribuido en todos los paí-

ses, en donde tiene carácter de zoonótico y los brotes ocurren esporádicamente ocasionando 

alta morbilidad y mortalidad especialmente en animales susceptibles. En Argentina, se han de-

tectado brotes de anaplasmosis al sur de la zona endémica debido al movimiento de ganado 

portador a áreas no endémicas. La anaplasmosis aguda afecta principalmente a bovinos adul-

tos. Se debe destacar que a pesar de que un animal supere la enfermedad aún puede ser un 

reservorio de la misma (Primo et al., 2019). 
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En Colombia, se reportó una prevalencia del 90,3% obtenida por prueba de aglutina-

ción; la realización de un ELISA utilizando proteína recombinante MSP5 como antígeno reveló 

una prevalencia que oscila entre el 47% y el 94% en Venezuela. En Costa Rica se estimó una 

prevalencia de 20,0 a 72,0% utilizando un kit ELISA/MSP5r (VMRD Inc.™) (Tana-Hernández et 

al., 2017).  

A pesar de la distribución tropical de la anaplasmosis bovina, se ha hecho poco para 

confirmar la presencia de la enfermedad en el ganado ecuatoriano, a pesar de que los tábanos 

y las garrapatas R. microplus están presentes en Ecuador (Muñoz-Guarniz et al., 2017). Sin 

embargo, ni la distribución espacio-temporal, ni los factores de riesgo asociados a la enferme-

dad, ni la caracterización del agente causal han sido profundamente estudiados en el país 

(Tana-Hernández et al., 2017) 

Diagnóstico  

El diagnóstico de laboratorio de la anaplasmosis bovina se realiza para la confirmación 

de la enfermedad en un animal individual, la clasificación epidemiológica de la enfermedad en 

una población bovina o para la caracterización genómica de la bacteria Anaplasma, incluida la 

diferenciación de cepas o la diferenciación de anticuerpos. En el pasado, varios métodos de 

prueba para detectar la presencia de anticuerpos contra la anaplasmosis incluían pruebas de 

fijación del complemento (FC), pruebas de aglutinación rápida en tarjeta (RCA) y frotis de san-

gre (Al-gharban, 2015).  

Frotis de sangre 

Los frotis de sangre teñidos con Giemsa, Wright-Giemsa o Diff-Quick se utilizan para 

detectar A. marginale y diagnosticar la anaplasmosis bovina durante las fases agudas de la en-

fermedad. En esta prueba, se preparan frotis de sangre finos para su examen microscópico 
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utilizando protocolos de tinción estándar. Los frotis se examinan en busca de inclusiones in-

traeritrocíticas (Al-gharban, 2015). Aunque esta prueba se usa de forma rutinaria para la confir-

mación de casos clínicos (OIE, 2018) carece de sensibilidad, por ende, no es útil para detectar 

la enfermedad en bovinos subclínicos o portadores debido al bajo número de células infectadas 

en circulación, y solo puede detectar >104 parásitos/ml de sangre (Randall, 2019). 

Prueba serológica ELISA  

ELISA competitivo es otro método de diagnóstico para la infección por A. marginale y la 

anaplasmosis bovina y actualmente es el más preciso (Salinas et al., 2022). La prueba utiliza el 

anticuerpo monoclonal ANAF16C1 para reconocer MSP5 en A. marginale y A. centrale. Se de-

tectan anticuerpos séricos que se dirigen a MSP5 y pueden determinar la infección por Ana-

plasma spp. Actualmente cELISA es el método más práctico de prueba para la anaplasmosis 

bovina en un gran número de bovinos, tiene una sensibilidad del 95% y una especificidad del 

98%  (Salinas et al., 2022) 

Aunque esta prueba es más sensible que los frotis de sangre, tiene una capacidad limi-

tada para diferenciar entre especies de Anaplasma cuando ocurre una coinfección entre A. cen-

trale, A. marginale y A. phagocytophilum. Esto se debe a que estas tres especies contienen el 

antígeno MSP5 y producen los mismos anticuerpos. Otra limitación es la detección de baja sen-

sibilidad en las primeras etapas de la infección (Rodríguez Peraza et al., 2020). 

Antígenos a base de proteínas recombinantes para el diagnóstico 

A. marginale posee varias proteínas de la membrana externa. Algunas se clasifican 

como proteínas de superficie de membrana (MSP), incluidas MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3, 

MSP4 y MSP5 (Watthanadirek et al., 2019). En cuanto a las MSP1a, MSP1b y MSP2, se ha in-

formado sobre la función de estas proteínas que son adhesinas para los eritrocitos bovinos. 
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Además, también se demostró que la función de MSP1a es la adhesina para las células intesti-

nales de garrapata, mientras que la función de MSP3, MSP4 y MSP5 aún no se ha informado 

(Watthanadirek & Doungdaolek, 2018). 

Proteína MSP5 

MSP5 es una proteína inmunodominante codificada por un solo gen. El gen MSP5 está 

presente en los eritrocitos bovinos en todos los estadios de A. marginale (Watthanadirek & 

Doungdaolek, 2018). 

La proteína MSP5, es codificada por el gen MSP5, mismo que se encuentra altamente 

conservado entre diferentes especies de Anaplasma, es de poca complejidad estructural, igual-

mente conservada e induce altos títulos de anticuerpos, por lo que es un fuerte candidato para 

el diagnóstico de anaplasmosis bovina (Corona et al., 2009). 

El desarrollo de pruebas serológicas para detectar anticuerpos anti-A específicos ha 

sido muy aplicado, y se ha demostrado que las pruebas serológicas no pueden distinguir entre 

animales infectados o no infectados, sin embargo, estos anticuerpos específicos se usan para 

la eliminación de reactores positivos cuando se introduce o compra ganado en un área libre de 

anaplasmosis. La eficacia de la prueba es de gran importancia y los datos serológicos también 

pueden ser valiosos para evaluar la eficacia de la vacuna (Salinas et al., 2022). 

La Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE), recomienda kits ELISA comerciales 

para la detección de anticuerpos contra A. marginale. Estos incluyen un ELISA de competencia 

(cELISA) basado en una proteína MSP5 recombinante y un kit ELISA indirecto convencional 

(iELISA) también basado en rMSP5, también recomienda el uso de iELISA interno (Salinas 

et al., 2022). 
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Expresión de proteínas recombinantes 

La proteína recombinante se origina a partir de la tecnología del ADN recombinante, es 

decir, la unión de moléculas de ADN de diferentes fuentes. El ADN recombinante es, por ejem-

plo, la combinación de un vector de ADN y un fragmento de ADN insertado. Las proteínas re-

combinantes se expresan a partir de moldes de ADN clonados (Langlais, 2009). 

La expresión de proteínas recombinantes en bacterias requiere la inserción de un frag-

mento de ADN en un vector de expresión, habitualmente un vector plasmídico y la transferencia 

de este vector a células bacterianas. A continuación, las células se cultivan y se inducen a ex-

presar la proteína deseada (González & Fillat, 2018). Las células se recogen mediante centrifu-

gación, las muestras se preparan y las proteínas se detectan mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida y posterior tinción del gel con Coomassie Brilliant Blue o tinción de plata o me-

diante inmunotransferencia. La expresión de proteínas en bacterias es altamente escalable y se 

puede ajustar desde crecimiento sólido (expresión de colonias), matraces cónicos para cultivos 

líquidos, cámaras de reacción de fermentación (Langlais, 2009).   

El creciente campo de la proteómica está dando como resultado una demanda cada vez 

mayor de producción y purificación de proteínas recombinantes para estudios estructurales y 

funcionales, ya que puede llevar mucho tiempo aislar proteínas de baja abundancia de su 

fuente nativa en tejidos o células (González & Fillat, 2018). Por lo tanto, los métodos de alto 

rendimiento para la expresión y caracterización de proteínas recombinantes son esenciales 

para obtener cantidades suficientes de proteína para su uso en investigación. Una ventaja de la 

expresión de proteínas recombinantes es que la proteína seleccionada se puede expresar con 

una etiqueta de fusión como His-Tag/6×His, GST y MBP, lo que puede facilitar considerable-

mente la identificación y purificación de la proteína, así como mejorar tanto el nivel de expre-

sión como la solubilidad (Vargas, 2017). 
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 La expresión de proteínas recombinantes en células bacterianas se ha convertido en el 

método más común para expresar grandes cantidades de proteína y E. coli es el sistema de ex-

presión procariótico más utilizado para la producción de alto nivel de proteínas recombinantes 

(Andrade et al., 2021). El uso de E. coli tiene muchas ventajas, incluida la facilidad de creci-

miento y manipulación del organismo, la disponibilidad de muchos vectores diferentes y cepas 

huésped que se han desarrollado a lo largo de los años y la cantidad de información sobre la 

genética y la fisiología de E. coli. Sin embargo, el sistema de expresión de E. coli también tiene 

limitaciones, como la incapacidad de llevar a cabo modificaciones postraduccionales complejas 

(Langlais, 2009).   

Otro problema puede ser la producción de proteínas mal plegadas o agregadas en cuer-

pos de inclusión insolubles o problemas con la expresión de productos génicos tóxicos. Algu-

nos productos genéticos pueden ser tóxicos para el huésped bacteriano, alterar el metabolismo 

normal y causar que las bacterias mueran o reduzcan su tasa de crecimiento, lo que hace casi 

imposible generar cantidades suficientes de proteína para análisis posteriores (Andrade et al., 

2021). 

Purificación de proteínas recombinantes 

Hay varios vectores disponibles que permiten la expresión de proteínas recombinantes 

que están fusionadas en su extremo N-terminal o C-terminal con polipéptidos o secuencias de 

aminoácidos más largas. Estas etiquetas pueden facilitar enormemente la purificación de la 

proteína expresada, ya que se unen a las resinas de afinidad. Algunas de las etiquetas más po-

pulares incluyen la etiqueta 6×His (que se une a la resina Ni-NTA), GST (que se une a la gluta-

tión-Sepharose), la proteína de unión a maltosa (MBP, que se une a la resina de amilosa) o la 

proteína A estafilocócica (que se une a la resina de amilosa) (Duong-Ly & Gabelli, 2015).  
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Se han ideado protocolos de purificación simples para estas y otras etiquetas, lo que 

hace que el uso de una etiqueta sea uno de los métodos más comunes para limpiar una pro-

teína. Pueden incluirse sitios de escisión específicos en la secuencia de la proteína para permi-

tir que la etiqueta se elimine después de la purificación. Esto es importante para los estudios 

funcionales, ya que la etiqueta puede interferir con el correcto plegamiento y/o función de la 

proteína. Las proteínas expresadas sin una etiqueta se pueden purificar mediante técnicas 

como la filtración en gel, el intercambio iónico o la hidroxiapatita, que separan las muestras se-

gún el tamaño o la carga de la proteína (Nemergut et al., 2021). 

Los investigadores utilizan proteínas expresadas en bacterias para dilucidar su función y 

estructura cristalina, o para encontrar nuevos socios de interacción de la proteína relevantes 

para el desarrollo y la progresión de enfermedades humanas (Nemergut et al., 2021). Las pro-

teínas recombinantes se pueden usar para una gran cantidad de aplicaciones diferentes, como 

estudios de localización subcelular que usan proteínas etiquetadas o producción de anticuerpos 

(Guevara-Hernández et al., 2013). 

Otras aplicaciones incluyen ensayos funcionales de nuevas proteínas o el desarrollo de 

chips de proteínas para analizar o encontrar proteínas que interactúan. Las interacciones de 

proteínas también pueden estudiarse utilizando proteínas recombinantes en sistemas de dos 

híbridos o ensayos basados en perlas y los complejos de proteínas pueden ensamblarse in vi-

tro utilizando proteínas recombinantes y, por lo tanto, estudiarse en un entorno controlado 

(Bonhoure et al., 2018). 
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Capítulo III: Materiales y métodos 

Participantes 

 El presente proyecto de integración curricular fue elaborado por Alexander Javier 

Acosta Gavilánez, estudiante de la carrera de Biotecnología, bajo la tutoría de la Dra. María 

Agusta Chávez Larrea, PhD (c), docente-investigadora de la Universidad de las Fuerzas Arma-

das “ESPE” sede Matriz, el Dr. Armando Reyna Bello PhD, docente-investigador de la Universi-

dad de las Fuerzas Armadas “ESPE” sede Santo Domingo de los Tsáchilas, el Dr. Jorge Ron, 

docente-investigador de la Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE” IASA I y la Ing. Cris-

tina Cholota, técnico del laboratorio de Biotecnología Animal de la Universidad de las Fuerzas 

Armadas ESPE.  

Zona de Estudio 

 El presente proyecto de integración curricular se realizó en el laboratorio de Biotecnolo-

gía Animal de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, ubicado en la Av. Gral. Rumiñahui 

S/N, Sangolquí 171103. 

Material de Trabajo 

 Las muestras biológicas, así como los materiales y reactivos para el desarrollo del pre-

sente proyecto, fueron proporcionados por el proyecto de vinculación “Establecimiento de una 

plataforma en apoyo a la formación y la sensibilización, al diagnóstico y al desarrollo de una es-

trategia de control de la brucelosis y de la tripanosomiasis en Ecuador – BruTryp” (CV-GNP-

0056-2020) (ARES – ULg – ESPE). 

Duración de la investigación 

 La investigación tuvo una duración de 4 meses, desde mayo de 2023 hasta septiembre 

de 2023. 
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Obtención de la proteína MSP5r 

 Para el proceso de expresión y purificación de la proteína MSP5r se utilizó la cepa de E. 

coli pAR1903, producida a partir de la cepa E. coli JM109 por (Reyna-Bello et al., 1998), misma 

que se encontraba criopreservada en las instalaciones del laboratorio de Biotecnología Animal 

de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE. 

Expresión de la proteína MSP5 recombinante en bacterias transformadas E. coli 

pAR1903 

 Para la obtención de colonias únicas del control negativo, se inocularon 5 mL de medio 

LB con una perla del criovial con bacterias E. coli JM109 criopreservadas, se incubó durante 

toda la noche a 37°C y 200 rpm.  

 Posteriormente, en una placa con medio LB, se sembró mediante estriado por agota-

miento el medio líquido previamente inoculado con E. coli JM109 y en otra placa con LB + am-

picilina (100 µg/mL) se cultivó las bacterias transformadas criopreservadas E. coli pAR1903. Se 

dejó incubar las placas durante toda la noche a 37°C. 

 Al día siguiente, se cultivó una colonia única de las placas inoculadas en 5 mL de medio 

LB y LB + ampicilina (50 µg/mL) y se dejó incubar durante toda la noche a 37°C y 200 rpm. Más 

adelante, se agregaron 2.5 mL del inóculo, tanto de bacterias transformadas de E. coli 

pAR1903 como comerciales de E. coli JM109. En un matraz Erlenmeyer previamente autocla-

vado de 250 mL con 25 mL de medio LB y LB + ampicilina (50 µg/mL), respectivamente, se 

dejó incubar a 37°C y 250 rpm hasta alcanzar un OD600=0.6. 

 Al momento en el que el cultivo alcanzó una absorbancia de OD600=0.6, se agregó 25 

µL de IPTG (1M), y se dejó incubar a 37°C y 250 rpm por 5 h. Después, se recuperó el cultivo, 

y se centrifugó a 4500 rpm por 20 min a 4°C, finalmente, se descartó el sobrenadante y se con-

servó el pellet a -20°C. 
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Lisis bacteriana 

 Se agregaron 10 mL del tampón de guanidina-HCl (guanidina-HCl 6M, Tris-HCl 10 mM 

y bifosfato de sodio 100 Mm) al pellet obtenido de 50 mL del cultivo de expresión, se agitó por 

inmersión a velocidad mínima por 1 h hasta obtener una solución traslúcida. A continuación, se 

llevó a centrifugar a 4500 rpm por 20 min, se recuperó el sobrenante que se examinó mediante 

electroforesis vertical SDS-PAGE y se agregó imidazol hasta obtener una concentración final 

de 30 Mm. Finalmente, los lisados fueron cuantificados por espectrofotometría a 280 nm, para 

evidenciar la presencia de la proteína MSP5r. 

Purificación de la proteína MSP5r mediante cromatografía por afinidad 

 Para el proceso de purificación de la proteína MSP5r mediante cromatografía por afini-

dad, se utilizó un sistema Ni-NTA mediante una resina ProBondTM (Invitrogen, USA), en virtud 

de que el vector utilizado para expresar la proteína MSP5r deja un residuo de 6-His que tiene 

afinidad por metales como el níquel. De igual manera, después de agregar cada uno de los buf-

fers se resuspendió la resina y se centrifugó a 70 g por 2 min. 

 Primero se resuspendió la resina hasta obtener una solución homogénea, se colocaron 

5 mL de la misma en un tubo falcon de 15 mL, se centrifugó a 70 g por 2 min y se descartó el 

sobrenadante. A continuación, se agregaron 8 mL de agua destilada estéril se centrifugó y se 

descartó el sobrenadante. Por último, se equilibró la columna agregando 8 mL del buffer de 

unión (pH=7.8) con imidazol (30mM), se centrifugó y se eliminó el sobrenadante, el proceso de 

equilibrar la columna se repitió una vez más.  

 En el tubo con la resina previamente equilibrada se añadieron 10 mL de la solución de 

lisis que contiene la proteína MSP5r, se resuspendió la resina por inmersión durante 1 hora, se 

centrifugó y se recuperó el sobrenadante. Posteriormente, se midió la absorbancia a OD280, uti-

lizando el buffer guanidina-HCl como blanco.   
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 Para llevar a cabo la eliminación de las proteínas no unidas a la resina, se realizó un la-

vado con 8 mL de buffer de unión (pH=7.8), que se agitó por inmersión por 2 minutos, se centri-

fugó y se recuperó el sobrenadante. A continuación, se repitió el proceso con el buffer de la-

vado (pH=6) y buffer de lavado (pH=5.3), respectivamente, hasta obtener una absorbancia 

OD280 cercana a 0. Adicionalmente, todos los sobrenadantes obtenidos se midieron a OD280, 

para verificar la concentración de proteínas desprendida en cada etapa. 

 Para la elución de la proteína MSP5r se agregaron 10 mL del buffer de elución (pH=4), 

se mezcló por inmersión hasta resuspender completamente toda la resina, se centrifugó, se re-

cogió el sobrenadante que contenía la proteína eluída y se midió la absorbancia a OD280.  

Electroforesis vertical SDS-PAGE 

 Se utilizó una cámara Mini-Protean® Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad, CA, 

USA) para electroforesis vertical para verificar la expresión proteica. 

 Para la preparación de las muestras para electroforesis vertical se utilizó un buffer de 

carga Laemmli (2X). En el caso de muestras de pellet, se añadieron 50 µL del buffer de carga y 

se mezcló por pipeteo hasta conseguir una solución homogénea, se incubó a 100°C por 5 min y 

se centrifugó por 20 s a 12000 rpm. Para muestras de sobrenadante, se agregó buffer Laemmli 

(2x) a la muestra hasta llegar a una concentración final de 1X y se dió un spin. 

 Para el gel de electroforesis vertical SDS-PAGE, se prepararon 2 geles de poliacrila-

mida, uno de concentración y otro de separación, acorde a lo indicado en la tabla 3.  

 

Tabla 1. Preparación de geles de poliacrilamida. 

Preparación de geles de poliacrilamida. 
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Gel 

(%) 

H2Od 

(mL) 

Acrilamida / Bis 

acrilamida (37.5:1) 

(40%) (mL) 

Buffer de con-

centración o 

separación 

(mL) 

APS 

(10%) 

(µL) 

TEMED 

(µL) 

Gel de concen-

tración 
4 3 0.5 1.25 25 8 

Gel de separa-

ción 
12 4.4 3 2.5 50 14 

 

 Luego se cargaron 15 µL de las muestras previamente preparadas en cada pocillo, en el 

caso de proteínas, se cargaron 100 mg/mL, así mismo, se cargó 4 µL del marcador de peso 

molecular para proteínas Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad, CA, USA). Por 

último, se corrió el gel a 120 V por 90 minutos. 

Luego, se descartó el gel de concentración y se tiñó el gel de separación con la solución 

de azul brillante de Coomassie R-250 por 30 min a 300 rpm. Pasado el tiempo indicado se des-

cartó el colorante y se agregó la solución decolorante, que se llevó a agitación a 300 rpm por 1 

h, realizando 3 lavados con la misma solución. Por último, se visualizaron los geles utilizando el 

equipo ChemiDocTM Touch Imaging System (Biorad, CA, USA). 

Diálisis 

 Se utilizaron membranas de celulosa para diálisis FisherBrand® Regenerated Cellulose 

Tubular Membrane (Thermo Fisher Scientific, USA) con la proteína eluída y se sumergió en 600 

mL de agua destilada autoclavada durante toda la noche y se recuperó la proteína situada den-

tro de la membrana de celulosa. 

Cuantificación por ensayo BCA de la proteína MSP5r 

 Para la cuantificación de la proteína MSP5r por ensayo BCA, se utilizó el kit PierceTM 

BCA Protein Assay Kit (ThermoScientific, USA). Primero se prepararon las diluciones del están-

dar de acuerdo a las instrucciones del fabricante señaladas en la tabla 4. Luego, se calculó y 
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preparó el volumen de la solución de trabajo, que contuvo el reactivo A y B del kit antes men-

cionado, en relación 50:1, basado en el número de estándares y las muestras a cuantificar me-

diante la siguiente formula:  

𝑉 𝑆𝑇 = (# 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟𝑒𝑠 + # 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠) ∗ (# 𝑟é𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑠) ∗ (𝑉 𝑆𝑇 𝑝𝑜𝑟 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎) 

Después, en una microplaca se agregaron, en cada pocillo, 10 µL de cada estándar y 

muestra por duplicado con 200 µL de la solución de trabajo, se agitó la placa a 250 rpm por 30 

segundos, se tapó e incubó a 37 °C por 30 minutos en cámara húmeda, se enfrió a temperatura 

ambiente y se midió la absorbancia a 562 nm. De igual manera, para conocer la concentración 

proteica en las muestras cuantificadas se realizó una curva de calibración de los estándares de 

BSA y en base a dicha curva se calculó la concentración de la proteína MSP5r.  

Tabla 2. Preparación de las diluciones del estándar (BSA). 

Preparación de las diluciones del estándar (BSA). 

Estándar 
Volumen del dilu-

yente (µL) 

Volumen y fuente 

de BSA (µL) 

Concentración fi-

nal de BSA (µg/mL) 

A 0 300 (BSA kit) 2000 

B 125 375 (BSA kit) 1500 

C 325 325 (BSA kit) 1000 

D 175 175 (estándar B) 750 

E 325 325 (estándar C) 500 

F 325 325 (estándar E) 250 

G 325 325 (estándar F) 125 

H 400 100 (estándar G) 25 

I 400 0 0 

 

Controles positivos y negativos 

 Los controles tanto positivos como negativos fueron sueros previamente analizados me-

diante PCR y frotis del banco de sueros del banco de sueros del proyecto BruTryp.  
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ELISA indirecto anti-IgG contra A. marginale 

Tabla 3. ELISA indirecto anti-IgG contra A. marginale. 

ELISA indirecto anti-IgG contra A. marginale. 

Etapa Producto Volumen/Pocillo Incubación 

Sensibilización 

Proteína MSP5r di-

luida en buffer car-

bono bicarbonato 

(50 mM, pH=9) 

100 µL Toda la noche a 4°C 

Lavado (2 veces) 

Solución de lavado 

(NaCl 150 mM + 

Tween-20 0.1%) 

200 µL c/lavado - 

Bloqueo 

Solución de bloqueo 

(Leche descremada 

en polvo o líquida) 

200 1 h a 37°C 

Lavado (2 veces) Solución de lavado 200 µL c/lavado - 

Adición del suero 

Suero bovino diluido 

en PBS-T con 0.1% 

Tween 20 

100 µL 1 h a 37°C 

Lavado (5 veces) Solución de lavado 200 µL c/lavado - 

Añadidura del con-

jugado 

Conjugado anti-

bovino diluido en 

Buffer PBS-T 

50 µL 1 h a 37°C 

Lavado (5 veces) Solución de lavado 200 µL c/lavado - 

Adición del cromó-

geno 
Cromógeno TMB 50 µL 

Agitación a T amb 

por 30 min, en obs-

curidad 

Parado de la reac-

ción 
Stop-solution 50 µL - 

Nota. Obtenido del protocolo propuesto por Reyna-Bello, 1998. 

En cada una de las etapas se probaron diferentes diluciones: antígeno (0.5 ug/mL, 1 

ug/mL, 2 ug/mL y 3 ug/mL), solución de bloqueo (leche descremada en polvo al 5%, leche tru al 
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5, 10 y 100%), dilución del suero (1/50, 1/100, 1/200 y 1/400) y dilución del conjugado  

(1/10000, 1/15000 y 1/20000).  

Por último, se leyó la placa utilizando el equipo Multiskan SkyHigh (Thermo Scientific, 

USA), a 450-630 nm.  

Determinación del cut off  

 El punto de corte o cut-off se determinó mediante 2 métodos: obteniendo el promedio de 

8 sueros negativos ± 2 desviaciones estándar y utilizando curvas ROC. Las muestras que pre-

sentaron valores inferiores a los del cut-off fueron consideradas como negativas, mientras que 

las muestras con valores superiores al cut-off fueron consideradas como positivas.  

Validación del ELISA estandarizado 

 Se realizó mediante una tabla de cuatro casillas, los cálculos de diversos parámetros 

para la validación del ELISA indirecto anti-IgG contra A. marginale como: sensibilidad, especifi-

cidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo, % de falsos negativos, % de falsos po-

sitivos y exactitud. Los diferentes componentes de la tabla de cuatro casillas se determinaron al 

analizar sueros mediante el ensayo ELISA indirecto anti-IgG contra A. marginale frente a los 

obtenidos mediante PCR y frotis sanguíneo.  

Tabla 4. Tabla de cuatro casillas 

Tabla de contingencia. 

 Controles Positivos Controles Negativos 

Resultado positivo con ELISA IgG 

para A. marginale 
(VP) (FP) 

Resultado negativo con ELISA IgG 

para A. marginale 
(FN) (VN) 

Nota. VP:Verdaderos positivos, VN: verdadero negativo, FN: falsto negativo, VN: verdaderos 

negativos 
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Fórmula sensibilidad 

𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝑉𝑃

𝑉𝑃 + 𝐹𝑁
 

Fórmula especificidad 

𝐸𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝑉𝑁

𝐹𝑃 + 𝑉𝑁
 

 

Fórmula valor predictivo positivo 

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑝𝑟𝑒𝑑𝑖𝑐𝑡𝑖𝑣𝑜 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜 =
𝑉𝑃

𝑉𝑃 + 𝐹𝑃
 

Fórmula valor predictivo negativo 

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑝𝑟𝑒𝑑𝑖𝑐𝑡𝑖𝑣𝑜 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 =
𝑉𝑁

𝑉𝑁 + 𝐹𝑁
 

Fórmula % de falsos positivos 

% 𝑑𝑒 𝑓𝑎𝑙𝑠𝑜𝑠 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 = 100 − 𝑠𝑒𝑛𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 

Fórmula % de falsos negativos 

% 𝑑𝑒 𝑓𝑎𝑙𝑠𝑜𝑠 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 = 100 − 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 

 

Fórmula de exactitud 

𝐸𝑥𝑎𝑐𝑡𝑖𝑡𝑢𝑑 =
𝑉𝑃 + 𝑉𝑁

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠
 

Determinación de la presencia de anticuerpos tipo IgG contra A. marginale en bovinos de 

altura 

Las muestras de bovinos de altura analizadas fueron seleccionadas del banco de sue-

ros del proyecto BruTryp, se analizaron 36 muestras procedentes de la Hacienda San José, 

ubicada en la provincia de Pichincha, cantón Quito, parroquia Cumbayá, localidad Ilaló.  
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Análisis estadístico 

 Para el análisis estadístico se aplicó estadística descriptiva, utilizando medidas de ten-

dencia central y dispersión. En el caso de la repetibilidad de los datos, se analizó mediante el 

coeficiente de variación (CV) y reproducibilidad se valoró mediante índice Kappa sobre repeti-

ciones de sueros escogidos al azar del banco de sueros del proyecto BruTryp.  
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Capítulo IV: Resultados 

Expresión de la proteína MSP5r en bacterias transformadas E. coli pAR1903 

Al realizar la expresión en E. coli pAR1903, producida a partir de la cepa E. coli JM109, y 

realizar electroforesis SDS-PAGE, como se muestra en la figura 1, se evidenció que la proteína 

MSP5r se expresó dentro de cuerpos de inclusión de manera intracelular.  

Figura 1. Expresión de la proteína MSP5r 

Expresión de la proteína MSP5r 

 

Nota. Carril 1 (Marcador de peso molecular Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-

Rad, CA, USA), carril 2 (MSP5r-1), carril 3 (MSP5r-2) y carril 4 (MSP5r-3). 
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En la figura 1, los carriles del 2 al 4, presentaron diferentes bandas que corresponden a 

proteínas producidas en E. coli pAR1903. De acuerdo al análisis de la electroforesis SDS-

PAGE, MSP5r se encuentra entre 20 y 25 kDa, de acuerdo al marcador de peso molecular Pre-

cision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad, CA, USA) (carril 1), lo cual concuerda con su 

peso teórico de 19 kDa.  

Lisis bacteriana 

 Al utilizar 10 mL del tampón guanidina-HCl en un pellet de 50 mL del cultivo de la expre-

sión de la proteína MSP5r y realizar electroforesis SDS-PAGE, se identificó la presencia de 

MSP5, como se indica en la figura 2. El carril 6, correspondiente a E. coli JM109, la banda co-

rrespondiente a MSP5r no se apreció. 

Figura 2. Lisado bacteriano y purificación de la proteína MSP5r 

Lisado bacteriano y purificación de la proteína MSP5r 

 

Nota. Carril 1 (Marcador de peso molecular Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-

Rad, CA, USA), carril 2 (Lisado bacteriano), carril 3 (MSP5r purificada), carril 4 (lavado pH=6), 

carril 5 (lavado pH=5.3) y carril 6 (E.coli JM109). 
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Purificación de la proteína MSP5r mediante cromatografía por afinidad.  

Posterior a realizar el proceso de cromatografía por afinidad mediante un sistema Ni-

NTA mediante una resina ProBondTM (Invitrogen, USA), se observó que luego del lavado con 

buffer de lavado (pH=5.3), los diferentes lisados obtuvieron un OD280 con un rango entre 0.1 y 

0.02, lo cual se plasmó en la tabla 5, por lo cual, se decidió no realizar más lavados y proceder 

a la elución de la proteína con el buffer de elución (pH=4).  

Tabla 5. OD280 posterior al lavado con buffer de lavado (pH=5.3) 

OD280 posterior al lavado con buffer de lavado (pH=5.3) 

Muestra OD280 

MSP5r-1 0.11 
MSP5r-2 0.05 
MSP5r-3 0.02 

 

Posterior a la elución de la proteína, se obtuvo la proteína ya purificada, misma que se 

comprobó mediante electroforesis SDS-PAGE. En la figura 2, se observa en el carril 3 a la pro-

teína purificada, una sola banda que se ubicó respecto al marcador estándar de peso molecular 

Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad, CA, USA), entre 20 y 25 kDa, lo cual co-

rresponde a la proteína MSP5r purificada. Se verificó también la inexistencia de proteínas nati-

vas de E. coli JM109, lo cual predice una alta pureza de la proteína.  

Diálisis 

 MSP5r se recuperó de la membrana de celulosa suspendida en agua destilada autocla-

vada y se cuantificó por espectrofotometría a 280 nm (tabla 6), y se identificó una concentra-

ción máxima de proteína de 0.324 ng/mL.  
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Tabla 6. Cuantificación mediante espectrofotometría 

Cuantificación mediante espectrofotometría 

Proteína MSP5r Concentración de proteína (ng/mL) 

MSP5r-1 0.198 

MSP5r-2 0.249 

MSP5r-3 0.324 

 

Cuantificación por ensayo BCA de la proteína MSP5r. 

 Para la cuantificación por BCA de la proteína MSP5r dializada en agua, se realizó una 

curva de calibración utilizando agua destilada autoclavada como diluyente (figura 4). 

Figura 3. Curva de Calibración con agua destilada autoclavada como diluyente  

Curva de Calibración con agua destilada autoclavada como diluyente 
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 Se sometieron las muestras de la proteína MSP5r dializada al ensayo BCA. Utilizando la 

curva de calibración obtenida utilizando agua destilada autoclavada como diluyente, se correla-

cionaron las absorbancias obtenidas de las muestras con la fórmula de la linealización y se ob-

tuvo una concentración máxima de proteína de 260.16 ng/mL (tabla 7). 

Tabla 7. Cuantificación por BCA 

Cuantificación por BCA 

Proteína MSP5r Concentración de proteína (ng/mL) 

MSP5r-1 156.27 
MSP5r-2 212.56 
MSP5r-3 260.16 

 

Estandarización del ELISA indirecto anti-IgG contra A. marginale 

 Para la estandarización del ELISA indirecto anti-IgG contra A. marginale, se utilizaron 

10 controles positivos tanto a PCR como a frotis sanguíneo de acuerdo a la base de datos de 

sueros del proyecto de vinculación “Establecimiento de una plataforma en apoyo a la formación 

y la sensibilización, al diagnóstico y al desarrollo de una estrategia de control de la brucelosis y 

de la tripanosomiasis en Ecuador – BruTryp” (CV-GNP-0056-2020) (ARES – ULg – ESPE), y 

10 controles negativos a PCR y frotis, originarios de la sede IASA-I de la Universidad de las 

Fuerzas Armadas – ESPE.  

Ensayo 1 

 Para el primer ensayo se probó el antígeno a diferentes concentraciones (1, 2 y 3 

ug/mL), con una dilución del suero de 1/200 y para el conjugado de 1/20000. 
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Tabla 8. Ensayo 1. Valores de las densidades ópticas de tres concentraciones de antígenos  

Ensayo 1. Valores de las densidades ópticas de tres concentraciones de antígenos  

Ag: 1 ug/mL Ag: 2 ug/mL Ag: 3 ug/mL 

CP CN CP CN CP CN 

0.9954 0.2531 0.8043 0.2669 0.9515 0.2811 

1.1120 0.2992 0.8680 0.3384 0.9978 0.4062 

0.9264 0.5940 1.0772 0.6796 1.1338 0.8162 

1.0003 0.2502 0.7741 0.2259 0.9805 0.2846 

1.0615 0.3106 0.8899 0.3507 1.0286 0.3967 

0.9381 0.5882 1.0552 0.6990 1.2373 0.9232 

Nota. Ag (Antígeno), CP (Controles Positivos), CN (Controles Negativos) 

 Los resultados de este ensayo, mostrados en la tabla 8, permitieron determinar que a 

una concentración de Ag=1 ug/mL. 

La diferencia entre los promedios de los resultados positivos y negativos fue mayor que en lo 

observado a otras concentraciones, por lo cual se decidió probar si a menor concentración de 

proteína existían mayores diferencias entre los controles positivos y negativos.  

Ensayo 2 

 Para comprobar la hipótesis planteada en el ensayo 1, se probaron concentraciones di-

ferentes de Ag (0.1, 0.5 y 1 ug/mL) y se mantuvieron constantes la concentración de suero 

(1/200) y de conjugado (1/20000). 

Tabla 9. Ensayo 2. Valores de las densidades ópticas de dos concentraciones de antígenos 

Ensayo 2. Valores de las densidades ópticas de dos concentraciones de antígenos  

Ag: 0.5 ug/mL Ag: 1 ug/mL 

CP CN CP CN 

0.5733 0.2273 1.2058 0.3300 

0.5548 0.1968 0.8485 0.2741 
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0.6907 0.1489 1.2298 0.1901 

0.5933 0.2507 0.9884 0.3250 

0.5687 0.2390 0.7997 0.2768 

0.7135 0.1499 1.2174 0.2483 

Nota. Ag (Antígeno), CP (Controles Positivos), CN (Controles Negativos) 

Acorde a los resultados observados en la tabla 9, se identificó que la concentración op-

tima de antígeno para el ensayo ELISA fue de 1 ug/mL, ya que al utilizar una concentración 

menor la diferencia entre controles positivos y negativos disminuyo.  

Ensayo 3 

 Posterior a la identificación del título óptimo del antígeno, se probaron diferentes sustan-

cias para la etapa de bloqueo: leche descremada en polvo (5%) y leche TRU descremada (5%, 

10% y 100%), todos los reactivos de bloqueo fueron disueltos en PBS. Se mantuvieron cons-

tantes las siguientes concentraciones: Ag (1 ug/mL), anticuerpo primario (1/200) y anticuerpo 

secundario (1/20000).  

Tabla 10. Ensayo 3. Valores de las densidades ópticas de cuatro soluciones de bloqueo 

Ensayo 3. Valores de las densidades ópticas de cuatro soluciones de bloqueo  

Leche descremada 

en polvo (5%) 

Leche TRU descre-

mada (5%) 

Leche TRU descre-

mada (10%) 

Leche TRU descre-

mada (100%) 

CP CN CP CN CP CN CP CN 

1.7359 0.3230 2.3454 0.4046 2.3970 0.4323 2.2897 0.5795 

1.3598 0.2418 1.6949 0.5672 1.8589 0.5352 1.8565 0.7935 

1.0618 0.4028 1.3649 1.0281 1.4802 0.7168 1.4853 1.0518 

2.1383 0.3560 2.3468 0.4273 2.4419 0.4108 2.1046 0.5745 

1.5966 0.2305 1.6815 0.5281 1.8034 0.6011 1.8097 0.8555 

0.9028 0.4885 1.3306 0.8315 1.4318 0.8206 1.4824 0.8668 

Nota. CP (Controles Positivos), CN (Controles Negativos) 
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 Conforme a los resultados representados en la tabla 10, la mejor solución de bloqueo 

fue leche descremada en polvo disuelta (5%) en PBS. 

Ensayo 4. 

Se probaron diluciones del anticuerpo primario (1/50, 1/100, 1/200), manteniendo cons-

tante las concentraciones de antígeno (1 ug/mL) y anticuerpo secundario (1/20000). 

Tabla 11. Ensayo 4. Valores de las densidades ópticas de tres diluciones de suero 

Ensayo 4. Valores de las densidades ópticas de tres diluciones de suero  

Suero: 1/50 Suero: 1/100 Suero: 1/200 

CP CN CP CN CP CN 

1.0743 0.6028 0.9202 0.3266 0.4748 0.2294 

1.1822 0.4346 0.9820 0.3284 0.4368 0.1919 

1.0895 0.4597 0.9152 0.2509 0.5924 0.1550 

0.9715 0.5730 0.9010 0.4793 0.4892 0.2258 

1.1692 0.4460 0.9346 0.3529 0.4926 0.1968 

1.0626 0.4586 0.9330 0.3159 0.6449 0.1430 

Nota. CP (Controles Positivos), CN (Controles Negativos) 

 Acorde a lo que indica la tabla 11, una dilución de 1/200 del anticuerpo primario mostro 

una mayor diferencia entre controles positivos y negativos. Gracias a esta información se logró 

inferir que una mayor dilución de los sueros logra una mayor diferencia entre positivos y negati-

vos. 

Ensayo 5 

 Se probo la hipótesis del ensayo 4, por lo cual se realizó una dilución más de los sueros 

(1/400). Las concentraciones de antígeno y conjugado se mantuvieron constantes como se in-

dicó en el ensayo 4.   
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Tabla 12. Ensayo 5. Valores de las densidades ópticas de dos diluciones de suero 

Ensayo 5. Valores de las densidades ópticas de dos diluciones de suero  

Suero: 1/200 Suero: 1/400 

CP CN CP CN 

0.8043 0.2669 0.6319 0.2453 

0.8680 0.3384 0.9127 0.3441 

1.0772 0.2514 0.9784 0.5016 

0.7741 0.2259 0.6119 0.2355 

0.8899 0.3507 0.7681 0.3333 

1.0552 0.2836 0.9220 0.5244 

Nota. CP (Controles Positivos), CN (Controles Negativos) 

 Se determinó que el título optimo del anticuerpo primario fue de 1/200, ya que a menor 

o mayor dilución del suero la diferencia entre los controles es menor.  

Ensayo 6 

 Con los resultados previamente obtenidos, se experimentó con diferentes diluciones del 

anticuerpo secundario (1/10000, 1/15000 y 1/20000) manteniendo constantes las concentracio-

nes de antígeno (1 ug/mL) y del anticuerpo primario (1/200). 

Tabla 13. Ensayo 6. Valores de las densidades ópticas de tres diluciones de conjugado 

Ensayo 6. Valores de las densidades ópticas de tres diluciones de conjugado  

Conjugado: 1/10000 Conjugado: 1/15000 Conjugado: 1/20000 

CP CN CP CN CP CN 

2.8227 0.7485 2.64456 0.6726 1.7654 04608 

2.4703 0.6713 2.1983 0.5576 1.3851 0.4030 

2.6763 0.8213 2.2453 0.6885 1.5226 0.4870 

2.8560 0.6952 2.6227 0.6141 1.8235 0.4254 

2.5200 0.6562 2.3096 0.5919 1.4984 0.4287 

2.5270 0.7538 2.3651 0.7934 1.4847 0.5065 
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Nota. CP (Controles Positivos), CN (Controles Negativos) 

 A probar diferentes diluciones de conjugado (tabla 13), se identificó que el titulo optimo 

del anticuerpo secundario fue de 1/20000.  

Determinación del cut-off 

 Para el cálculo del cut off se tomaron las densidades ópticas de 8 sueros negativos 

como lo indica la tabla 14. 

Tabla 14. Sueros negativos usados para determinar cut-off 

Sueros negativos usados para determinar cut-off 

Código del suero Densidades ópticas 

SuBo-002-R IASA 0.5589 

SuBo-2022 IASA 0.6332 

SuBo-2023 IASA 0.4773 

SuBo-2308 IASA 0.5539 

SuBo-2311 IASA 0.6276 

2312-IASA Control - 0.5747 

SuBo-2312 IASA 0.6277 

SuBo-23117 IASA 0.5960 

 

 Se calculó que los sueros presentan una desviación estándar de 0.0525 y un promedio 

de 0.5812, utilizando estos 2 parámetros se calculó el cut off y se obtuvo un cut-off=0.6862. 

Determinación del cut off, sensibilidad y especificidad por curvas ROC. 

 Para la determinación del cut off, sensibilidad y especificidad por curvas ROC se anali-

zaron muestras positivas (14) y negativas (12) a PCR y frotis sanguíneo, y los controles 
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negativos especificados en el punto anterior. Las curvas ROC, se obtuvieron mediante el pro-

grama GraphPad Prisma 9.0. y se observan en la figura 4. 

Figura 4. Curva ROC 

Curva ROC 

 

 Además, de la curva ROC, se obtuvo un área bajo la curva de 0.8250, además, se de-

terminó que con un punto de corte de 0.6305, la prueba muestra una sensibilidad del 70% y 

una especificidad del 85.71%.  

Validación del ELISA estandarizado 

 Mediante una tabla de contingencia se compararon muestras positivas (14) y negativas 

(12) a A. marginale por PCR y frotis sanguíneo, frente a los resultados obtenidos mediante el 

iELISA contra IgG para A. marginale. 
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Tabla 15. Tabla de contingencia con sueros validados con PCR y frotis sanguíneo  

Tabla de contingencia con sueros validados con PCR y frotis sanguíneo 

 Resultados PCR y frotis sanguí-

neo 

Total 

Positivos Negativos 

iELISA Positivo 10 2 12 

Negativo 4 10 14 

Total 14 12 26 

 

Al analizar la tabla 15 se calcularon los diferentes parámetros de validación del ELISA, y 

se obtuvieron los valores para cada uno indicados en la tabla 14. 

Tabla 16. Parámetros de validación del ELISA  

Parámetros de validación del ELISA 

Parámetro Resultado (%) 

Sensibilidad 71.43 

Especificidad 83.33 

Valor predictivo positivo 83.33 

Valor predictivo negativo 71.43 

Porcentaje de falsos positivos 28.57 

Porcentaje de falsos negativos 16.67 

Exactitud 76.92 

 

Al utilizar como punto de corte el promedio de los sueros negativos + 2 desviaciones es-

tándar (0.6862), la especificidad y sensibilidad de la prueba es similar a la obtenida mediante 

las curvas ROC.  
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Determinación de la presencia de anticuerpos tipo IgG contra A. marginale en bovinos de 

altura 

 Al analizar las 36 muestras provenientes de la localidad Ilaló, misma que se encuentra a 

2200 m.s.n.m, mediante el iELISA estandarizado, las densidades ópticas resultantes se deta-

llan en la tabla 15.  

Tabla 17. Resultado de las muestras de la localidad Ilaló  

Resultado de las muestras de la localidad Ilaló 

Tabla 18 Resultado de las muestras de la localidad Ilaló 

Número de muestra Densidad óptica Resultado 

1 2.0685 Positivo 

2 1.5582 Positivo 

3 2.2249 Positivo 

4 1.6953 Positivo 

5 2.1073 Positivo 

6 2.1308 Positivo 

7 1.1948 Positivo 

8 1.5876 Positivo 

9 1.0843 Positivo 

10 1.2328 Positivo 

11 1.2429 Positivo 

12 1.1177 Positivo 

13 1.7620 Positivo 

14 1.6891 Positivo 

15 1.4809 Positivo 

16 1.3950 Positivo 

17 1.1602 Positivo 

18 1.3080 Positivo 

19 1.4970 Positivo 
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20 2.0752 Positivo 

21 1.2757 Positivo 

22 1.4404 Positivo 

23 1.4099 Positivo 

24 1.9255 Positivo 

25 1.3091 Positivo 

26 1.3380 Positivo 

27 1.1030 Positivo 

28 1.4228 Positivo 

29 1.1162 Positivo 

30 1.4101 Positivo 

31 1.4417 Positivo 

32 1.5313 Positivo 

33 1.3683 Positivo 

34 1.3279 Positivo 

35 1.4214 Positivo 

36 2.2861 Positivo 

 

 Se logró identificar 36 bovinos de altura que presentaban anticuerpos tipo IgG contra A. 

marginale, es decir, el 100% de los bovinos analizados son positivos al análisis.   
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Capítulo V: Discusión 

 El proceso de expresión proteica es un paso clave dentro de la producción de proteínas 

recombinantes, por ende, es necesario tomar en cuenta diferentes parámetros para lograr una 

correcta expresión. Uno de los puntos críticos para la obtención de proteínas recombinantes es 

la elección del vector de expresión, de acuerdo con González & Fillat, (2018), el uso de vecto-

res procariotas, como E. coli, ha sido muy utilizado por que presenta una fácil manipulación y 

bajos costos. 

Al expresar proteínas recombinantes utilizando E. coli, es importante la selección de la 

cepa, Cárcamo (2013), demostró que la cepa de E. coli BL21, presenta una tasa específica de 

crecimiento crítica más elevada, lo cual permite un crecimiento acelerado, mejorando el rendi-

miento del proceso que con la cepa E. coli JM109. De acuerdo a lo descrito anteriormente el 

usar la cepa JM109 podría haber provocado un menor rendimiento en la producción de la pro-

teína MSP5r.  

Falero et al. (2015), afirma que existen desventajas del uso de E. coli como sistema de 

expresión, en el caso de proteínas insolubles, como MSP5r, se forman agregados insolubles 

conocidos cuerpos de inclusión que contienen la proteína recombinante, por ende, es necesario 

el aislamiento y purificación de los cuerpos de inclusión para una posterior solubilización y re-

naturalización de la proteína para volverla funcional.   

 Para la purificación de los cuerpos de inclusión, se han descrito diversos métodos, entre 

los cuales destacan la lisis bacteriana, tanto por métodos mecánicos como no mecánicos, uso 

de agentes desnaturalizantes, detergentes, entre otras Falero et al. (2015). En el presente estu-

dio se utilizó un agente desnaturalizante, guanidina-HCl 6M, para la lisis bacteriana similar a lo 

descrito por Bisen et al. (2021), que realizaron la lisis bacteriana utilizando un agente desnatu-

ralizante, en su caso urea 8M. Por otra parte, Palacios et al. (2014) y Wattahanadirek et al. 
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(2021), aplican un proceso de lisis mediante sonicación en hielo, como una opción para la ob-

tención de proteína MSP5r.  

  La cromatografía por afinidad, es una de las opciones más utilizadas para la purificación 

de proteínas recombinantes. Paz (2016), asegura que la fusión de una cola de 6-His con el ex-

tremo N-terminal de la proteína permite llevar a cabo este tipo de cromatografía, mediante la 

cual se logra obtener proteínas en grandes cantidades, con alto nivel de pureza y en forma so-

luble. En el caso de proteínas que se encuentren en cuerpos de inclusión, acorde a lo dicho por 

Lin (2007), se debe realizar purificaciones en condiciones desnaturalizantes, esto es necesario 

ya que la proteína que se encuentra en el cuerpo de inclusión no se encuentra en su estado na-

tural o no son funcionales. Los agentes más utilizados son guanidina-HCl 6M o urea 8M, y ayu-

dan a la resolubilización y replegamiento de la proteína de interés. Si bien estos 2 agentes des-

naturalizantes han sido ampliamente utilizados, Bhuyan (2002), determinó que si bien ambos 

agentes estabilizan las proteínas, en la guanidina-HCl se debe tomar en cuenta también que el 

efecto electrostático contribuye a la estabilidad proteica y esta dependerá del grado de interac-

ciones iónicas entre los sitios cargados en la proteína y los iones desnaturalizantes.  

 Acorde a lo observado en la sección de resultados, posterior al proceso de purificación 

se obtuvo una concentración máxima de MSP5r de 260.15 ug/mL, lo cual es una concentración 

mayor a lo obtenido por Palacios et al. (2014) y Primo et al. (2019), que obtuvieron una concen-

tración final de proteína de 72 ug/mL y 60 ug/mL, respectivamente. 

 Finalmente, al verificar la pureza de la proteína mediante electroforesis SDS-PAGE, so-

lamente se observó una banda correspondiente a la proteína MSP5r, a diferencia de lo anali-

zado por Reyna-Bello et al. (1998), en donde se observan diferentes bandas correspondientes 

a proteínas nativas de E. coli JM109.  

 Para la estandarización del ensayo ELISA indirecto, se utilizó como protocolo base el 

propuesto por Reyna-Bello et al. (1998), variando concentraciones de antígeno, anticuerpo 
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primario y secundario hasta optimizar la prueba ELISA, de acuerdo a lo descrito por Crowther 

(2009), se calculó el ratio o la relación de unión entre los resultados de los controles negativos 

y positivos, lo cual permite analizar cuáles son las mejores condiciones para cada uno de los 

elementos y es muy utilizado en caso de desarrollar pruebas con fines diagnósticos.  

La concentración óptima de antígeno a utilizarse, fue de 1ug/mL, manteniendo cons-

tante la concentración mencionadas en el protocolo base de la dilución del suero en 1/200 y de 

conjugado en 1/20000, se identificó que a una concentración de 1 ug/mL, el ratio es mayor que 

con las demás concentraciones, esto varía con lo propuesto por el protocolo base que indica 

una concentración de antígeno de 2 ug/mL, esto puede deberse a la pureza de la proteína ya 

que una proteína que presente más impurezas puede causar interferencias en la unión del antí-

geno con el suero, Falcón et al. (2006), afirma que en el caso de pruebas diagnósticas como 

ELISA, es necesario un antígeno con un alto grado de pureza, lo cual brinda una sensibilidad y 

especificidad optima de la prueba. 

En el ensayo 3, se determinó la solución óptima del bloqueo, JoVE Science Education 

Database, 2023, asevera que la fase de bloqueo es esencial en ensayos como ELISA, ya que 

esto evita uniones inespecíficas de los anticuerpos, al rellenar los espacios no ocupados por el 

antígeno inmovilizado, esto evita el ruido de fondo y los posibles falsos positivos. Se estableció 

que la solución de bloqueo optima fue leche descremada al 5% diluida en PBS (pH=7.2) 

Posterior a la determinación de la concentración optima del antígeno, en los ensayos 4 

y 5, se probaron diferentes diluciones del suero desde 1/50 hasta 1/400, el mayor ratio se ob-

servó con una dilución de 1/200, lo cual concuerda con el protocolo base y con lo descrito por 

Bisen et al. (2021), quienes estandarizaron el ensayo ELISA con una dilución del suero de 

1/200 en PBS con Tween-20 al 0.1%, por otro lado, Eleizalde et al. (2007), determinó que el ti-

tulo óptimo de suero para un ensayo ELISA indirecto utilizando MSP5r como antígeno, se en-

cuentra entre el rango de 1/100 y 1/200. Finalmente, en la estandarización del ELISA, en el 
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ensayo 6, se determinó la dilución óptima del anticuerpo secundario, para esto se probaron di-

luciones desde 1/10000 a 1/20000, concluyendo que la concentración optima del conjugado es 

de 1/20000. El determinar la dilución optima de los anticuerpos, según Abyntek (2019), permite 

que las interferencias y ruidos de fondo sean mínimas, además, minimizan costos de los reacti-

vos utilizados.    

La determinación del punto de corte o cut-off, es clave dentro del proceso de estandari-

zación de una prueba ELISA, ya que en el punto de corte determina la calidad diagnostica de 

un ELISA y mediante este cálculo, se podrán obtener valores correspondientes a parámetros 

de validez del ensayo, como la sensibilidad y especificidad García et al. (2011). En el presente 

estudio se determinó el cut-off por 2 métodos, el promedio de 8 sueros negativos + 2 desviacio-

nes estándar, y mediante el análisis de curvas ROC, si bien, tanto el punto de corte, como los 

parámetros de validación no variaron de manera significativa entre ambos métodos, se selec-

cionó como optimo el cut-off y valores de especificidad y sensibilidad obtenidos mediante cur-

vas ROC, esto debido a que de acuerdo con lo descrito por Cerda & Cifuentes (2012), el usar 

curvas ROC presenta varias ventajas entre las cuales destaca, que se analizan diferentes pun-

tos de corte para determinar cual es el mejor en base al objetivo del estudio, en el caso del pre-

sente trabajo, mediante el índice de Youden, se pudo identificar el cut-off que cuenta con una 

mayor sensibilidad y especificada conjuntamente.  

Mediante el ensayo ELISA estandarizado se logró determinar la presencia de anticuer-

pos tipo IgG contra A. marginale en bovinos de altura, el estudio en ganado de altura es de 

gran relevancia para determinar la seroprevalencia de la enfermedad a nivel nacional, ya que 

los principales estudios acerca de A. marginale en el Ecuador se llevaron a cabo en ganado de 

zonas bajas, sin embargo de acuerdo a lo propuesto por Oliveira et al. (2011), si bien el ganado 

de zonas bajas presenta una gran prevalencia de la enfermedad, el ganado de altura se consi-

dera altamente susceptible a esta infección. En ese estudio, se estudiaron 36 muestras de la 
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Hacienda San José, de la localidad Ilaló y se identificó que el 100% del ganado analizado fue 

positivo para A. marginale. Esta alta prevalencia concuerda con otros estudios realizados en 

diferentes provincias del Ecuador, por ejemplo, Muñoz et al. (2020), utilizó PCR para determi-

nar la prevalencia de la infección por A. marginale en la provincia de Zamora Chinchipe e iden-

tificó una alta prevalencia mayor al 50% en todos los cantones, e incluso observo una máxima 

prevalencia correspondiente al 89.3%, en el caso de, Soto (2010), identificó que en camales del 

Distrito Metropolitano de Quito, existe una prevalencia del 91.7%. Por otra parte, Tana-Hernán-

dez et al. (2017), realizó un estudio de la prevalencia de anaplasmosis bovina en la provincia 

de Santo Domingo de los Tsáchilas, en donde concluyó que existía una alta proporción de ani-

males infectados por rebaño, incluso en 3 de las granjas estudiadas, el 100% de animales se 

encontraban infectados por A. marginale. Los autores aclaran también que la distribución y alta 

prevalencia de A. marginale depende de los vectores de la enfermedad, en el caso de América 

Latina, el contagio de A. marginale se da principalmente mediante vía iatrogénica, transmisión 

diptérica o mediante moscas chupadoras de sangre, esto concuerda, además, con lo especifi-

cado por Medina et al. (2017).  

 

 

 

 

 

 

 



61 

 

Capítulo VI: Conclusiones 

- Al expresar y purificar la proteína MSP5r se logró una concentración máxima de pro-

teína de 260.16 ng/mL, así como una pureza adecuada para ser utilizado en el ensayo ELISA.  

- El protocolo del ELISA indirecto contra IgG para A. marginale se estandarizo con: 

MSP5r como antígeno a una concentración de 1 ug/mL, dilución del suero a 1/200, solución de 

bloque a base de leche descremada en polvo al 5% la dilución del conjugado de 1/20000. 

- Se determinó la presencia de anticuerpos tipo IgG contra A. marginale en el 100% de 

los bovinos de altura de la localidad de Ilaló analizados.  

La técnica ELISA estandarizada en el presente estudio permitió crear una técnica sensi-

ble y especifica que podría ser utilizada para la detección de IgG contra A. marginale en estu-

dios epidemiológicos   
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Capítulo VII: Recomendaciones 

- El proceso de diálisis de la proteína MSP5r purificada puede realizarse mediante una 

filtración por centrifugación con tubos Amicon, para aumentar la concentración de proteína ob-

tenida.  

- En la recuperación de la proteína dializada de las membranas de celulosa se debe te-

ner cuidado de recuperar toda la proteína, sin importar que esta se encuentre en estado sólido 

o líquido. 

- Para evaluar la presencia de anticuerpos tipo IgG contra A. marginale en bovinos de 

altura, se podría analizar un mayor número de muestras, ampliando también, las localidades de 

donde provienen los bovinos. 
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