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INTRODUCCION

( La anaplasmosis bovina es \
causada por la rickettsia -

<
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productos y Transplacentaria

actividades de apoyo

Anaplasma marginale (A. g
marginale) que afecta en la 7= Bioldgica
Cria de ganado ganancia de peso o produccion de 3 Mecanica
<
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[ Figura 1. Bovino con condicion corporal ] - j\ /

@ 10,5% Gonzalez et al (2013)

(Corporaciéon Financiera
Nacional, 2021)

w 50,0% Afiez-Rojas et al (2010)

5,3 -15,6% Ssala (2013)

Sin registros indexados de

transmision transplacentaria en
Ecuador

2 6% m U e rteS r “ Nota: Adaptado de Yonenci Aa b

(Rodriguez-Camarilloetal.,1999) ~ ~ ~ ~ ~~~—=—========77°+%



INTRODUCCION

-

Galapagos: 100%

Zamora Chinchipe: 49,5%

Pastaza: 65,5%

Santo Domingo de los Tsachilas: 86.1%

\_

J

OBJETIVOS

Evaluar la transmision transplacentaria de la

anaplasmosis bovina en predios ubicados en las areas

de influencia de la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE.

~

Z
\

r
* Realizar muestreos en vacas gestantes cercanas al
momento del parto, para evaluar por PCR la
presencia de la rickettsia.

\

(
* Realizar muestreos a becerros neonatos para
evaluar la presencia del hemotropico por PCR.

\

r

)
)
* Determinar la presencia de ADN del agente

hemotrdpico en neonatos y correlacionar estos

resultados con las madres.)




MARCO TEORICO

MORFOLOGIA

é )

Figura 3. Morfologia de
A. marginale

\, J
o | ( ) =
1893 — Smith y Kilborne — Puntos marginales de 0,2- Rickettsia intra-eritrocitica -
0,5 um, parte de Babesia bigemina. gram-negativa, sin cromatida .
: : , ni reticulo endoplasmatico .
1910 — Theiler —» Protozoario A. marginale.

(Rodriguez et al, 2003)

I Nota: Tomado de Diagnostic approaches for tick |
. . . -borne haemoparasitic diseases in livestock, por |
Figura 2. Taxonomia de Anaplasma marginale I Salin, Hussein & Singla (2015), Journal of
\ Veterinary Medicine and Animal Health. ]
Reino: Bacteria ., ===,

Filo: Proteobacteria
I— Clase: a-proteobacteria

Orden: Rickettsias

SINTOMATOLOGIA

|— Familia: Anaplasmataceae

- Enfermedad infecciosa en bovinos de
i S presentacion aguda o cronica en adultos.
L A. centrale Presenta anemia, ictericia, hipertermia,
50 emaciacion, debilidad severa, palidez de
A Z;,aii:cymphuum mucosas, decubito, abortos e incluso la
Sinivptviriniintuiniaiainieiai i \_ muerte (Radostis, 2007). /

| Anaplasma marginale en bovinos pertenecientes a un muestreo realizado en la zona de Chone, Manabi [



MARCO TEORICO TRANSMISION

Biol6gica: Mordedura de garrapatas (Dermacentor,

RESPU ESTA INMUNE Rhipicephalus (Boophilus) microplus e Ixodidae).

Mecanica: Picadura de insectos dipteros hematéfagos

Los eritrocitos no pueden presentar los antigenos via CMH |, y (Stomoxys, Siphona spp y Tabanus).
solo pueden ser reconocidos por CMH Il cuando los niveles de latrogénica: Fémites contaminados con la rickettsia.

rickettsemia son altos y han sido fagocitados por células : : L,
: : ; : Transplacentaria: De madre a becerro incluso en condicion
reticuloendoteliales del bazo (Rodriguez Camarillo et al.,

2003-2004) \ cronica (Gonzalez Grau et al., 2013) /
) P ) : : Figura 5. Ciclo de vida de A. marginale en bovinos y garrapatas
| Figura 4. Representacion de los picos de rickettsemia

Aparicion de nuevas
variantes 12G =specificas

At each site of
development in ticks:

OO

Reticulated
(vegetative) forms
Dense
Multpicsciin 06 nueras (infective) forms
varientss becterianas l ' / ipli il
pars  evadr 3 SEt Mechanical Multiplication
1] TIEMPO transmission by ‘Q o se.veral tick
o transfer of tssues
L infected red
A fizH) "l\ blood cells Biological
1gG varlante 1 IEG variantz 2 gG variante 3 transmission by
feeding ticks
f ] ; - — e o o o o EE o EE e o i EE EE EE EE e EE EE EE S EE e e EE E
I Nota: Tomado de Mecanismos de Variacion Antigénica en Anaplasma marginale por Eleizalde & Reyna- I Nota: Infeccion de las células intestinales, salivares de la garrapata para posterior infeccién via bioldgica a los eritrocitos de bovinos. Tomado de Antigens

Bello (2014) de Rev. Fac. Cienc. Vet. vol.55 no.2
N e T e T e e T e T e T e T e e e e e S e e T e e Rl -— L

and Alternatives for Control of Anaplasma marginale Infection in Cattle, por Kocan y otros (2003), Clinical Microbiology Reviews.



MARCO TEORICO

Figura 5. Métodos analiticos disponibles para el diagndstico de la
TRANSMISION TRANSPLACENTARIA epee s ey S propRe /
Propésito
;. . . Demostrar Determinar :
Zaugg (1990) — En casos cronicos en los primeros trimestres. ) Demostrar ausencia de Contribuir a a Determinar el estado
Metodo ausencia de infeccion en las politicas Confirmar orevalencia inmunitario en
2 F circulacion animales casos animales o
Rey, Aso, & Coronado (2000) — En zonas endemicas. del vius en | individuales antes errad?c?acién clinicos inf:cecilgn 3 poblaciones tras la
z - | blacié del L . 10
Gonzalez Grau et al. (2013) — Mas estudios @ pemiacen aespuaiafn?emos vigilancia vaciasen
\ ) Examen _ . _ i _ _
microscopico
Identificacién del agente’
PCR - s - e+ - —
Vv d v
PROTEINAS MAYOR DE SUPERFICIE Do e e et
CAT _ _ _ _ . .
( M S P) ELISA . + +++ - +++ +++
. IFA + - - - P 4
Genoma de A. marginale: 1.197.687 bp - -
(BraytOn Et a.l . 2004) Clave: +++ = método recomendado para este propésito; ++ = método recomendado pero tiene limitaciones;
+ = método adecuado en muy pocas situaciones; — = no adecuado para este proposito.

Aungue no todas las pruebas clasificadas como +++ o ++ han sido validadas formalmente, su uso sistematico y el hecho de
que se hayan utilizado ampliamente sin resultados dudosos las hace aceptables.
CAT = prueba de aglutinacién en placa; CF = fijacién del complemento; ELISA = enzimoinmunoanalisis; IFA = prueba de la

M S P2 M S P3 inmunofluorescencia indirecta; PCR = reacciéon en cadena de la polimerasa.

Nota: Tomado de Seccién 3.4 Capitulo 3.4.1. Anaplasmosis Bovina en el Manual Terrestre de la OIE (2015).

S S |




MARCO TEORICO

Heterodimero formado por MSP1a y MSP1p.

MSP1la: 1 gen — 105 kDa — Proteccion, taxonomia y adhesion a
glandulas salivales

MSP2 | MSP1p: familia multigénica — 100KDa — Adhesion al eritrocito

« Codificado por familia multigénica predominante.
Con 36 kDa.
« Funcion de proteccion y variacion antigénica.

MSP3

» Responsable de picos de infeccion.

—_—————

-

Nota: Tomado de
Mecanismos de
Variacion
Antigénica en
Anaplasma
marginale por
Eleizalde & Reyna-
Bello (2014) de
Rev. Fac. Cienc.
Vet. vol.55 no.2

Figura 6.
Expresion de
variantes MSP2
y conformacioén
de epitopos

\ Unicos

superficie




MARCO TEORICO

» Codificado por familia multigénica.
« Con 86 kDa.
» Funcion de variacion antigénica.

Msp2 | ° Inducen respuesta humoral y celular.
« MSP2 recombinacion.

MSP3 | « Codificado por un gen Unico.
« 31 kDa.
 Altamente conservada en diferentes aislados.

» Codificado por un gen unico.
« 19 kDa.
* Inmunodominanciay diagnostico.

« Reconocimiento en aislados distintos.

(Eleizalde & Reyna-Bello, 2014)
(Rodriguez et al, 2003)
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PCR/MSP5

2 pares de primers. Bandas de 458 bp. /30 eritrocitos infectados pom

Torioni de Echaide et al. (1998) | Deteccion de concentraciones diluida de mL de sangre.
[10-9] o
0,0001% de eritrocitos
Corona & Martinez (2011) Deteccién de niveles de parasitemia de infectados-Diagnostico
653 bp 0.000025% temprano

Analisis filogenético de
ganado, camellos y bufalos
(Mahmoud et al., 2023)

Reyna-Bello et al. (1998) Bandas de 714 bp confirmando la
714 bp identidad por PCR-RFLP




METODOLOGIA [ -iqura 7. Puntos de muesieo ]

OBTENCION DE MUESTRAS : D A
Tabla 1. Recoleccion de muestras £ Cagr /
’ NUmero de i ' ol
NUumero de NUmero de
: vacas
Finca becerros
madres
1 6 6 Py
2 2 2 La Bram_zjdora
3 30 30 e i
Totales 38 38 : B,

| P El Mirador/
Patnu'ze Pilar

» La Catorce ¥ ’ /
San Ramon e S

Los'Angeles

con EDTA

Santa Marié""

del:Tgachi -

( Nota: Mapa del Ecuador con las provincias de Santo Domingo de los Tsachilas y Los |

I Rios, donde el marcador verde corresponde la finca 1, el marcador azul ala finca2yel |
|

'\ marcador amarillo a la finca 3. Adaptado de TerraMetrics (2024).

[ Sistema Vacutainer acoplado a un tubo de 5 mL ]




METODOLOGIA

EXTRACCION ADN

Figura 8. Protocolo para el uso de Kit Comercial GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification
Mini Kit (KO781, KO782)

-

S

Vortex Centrifuga
1.5mL Genie 2 refrigerada T tanto d
Hettich, MIKRO 200R Pellet eriTr%Seri?@ﬂ €
200pL PBS 1X LAUDA ALFA
10 min N /
. o T ——
Temp.amb. E
— .-I
20°C 500l sangre 10000 rpm 400pL Sol.Lisis 26°C 500yL Etanol
1000pL H20 libre 10 min 20uL Proteinasa K Con"g e Absoluto
de nucleasas 24°C g
Nuevo tubo 40 pL Buffer 10 pL Buffer
& : 2 mL - - de elucién de elucién
— Centrifuga ' - - -
refrigerada . .
Hettich, MIKRO 200R ‘l Descartar flujo Descartar flujo 1030%?”’1
— ) — L
10000 rpm 10000 rpm 10000 rpm
- 1 min 1 min 3 min
\ / \ A,I | %g "III
. I \\(_i/ \\% / S \_,/ A \/ N, \// \ (@i II,-"
olumna de Descartar
urifiacion 2 mL . 500 puL Wash 500 pL Wash 15000 rpm /
P columnay flujo Buffer | Buffer Il 3 min Incubar 2 min 10000 rpm

1 min

i N

Nota: |
Elaboracion |
propia en la I
plataforma |
BioRender )

N e )



METODOLOGIA

19A: 5’-GTGTTCCTGGGGTACTCCTA-3’
19B: 5’-TGATCTGGTCAGCCCCAGCT-3’

Tabla 2. Reactivos para la deteccién de MSP5 por PCR convencional

Reactivo Concentracion Final Volumen Final (uL)

H20 - 15,85
Buffer 1X 2,5
dNTPs 0,20 mM 0,5
MgSO4 2,5mM 2,5

19A 0,5 uM 1,25

19B 0,5 uM 1,25

Tag polimerasa 0,75 U/uL 0,15

DNA 100 ngr 1

Volumen total 25

ELECTROFORESIS

( INTEGRIDAD DEL ADN \
Gel de electroforesis en agarosa 0,8% (p/v) tefiido con bromuro de etidio
(1/10000) empleando el buffer de carga Promega Go Taq 5X y marcador
de peso molecular 100bp Opti-DNA Marker Cat# G016 — ABM.

PRODUCTO DE PCR
Gel de electroforesis en agarosa 1,5% (p/v) tefiido con bromuro de etidio
(1/10000) empleando el buffer de carga Promega Go Taq 5X y marcador

Tabla 3. Condiciones para los ciclos de la PCR para deteccion de MSP5

Proceso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 5 min 1
Desnaturalizacién 94 45 seg 35
Hibridacion 64 30 seg 35
Extensién 72 1 min 35
Extension final 72 10 min 1

Mantenimiento 4 0 _

\de peso molecular 100bp Opti-DNA Marker Cat# G016 — ABM. j

CALCULOS

( Ecuacion 1. \

_ Numero de casos positivos
Prevalencia = . X 100
Numero total de casos

Ecuacion 2.

L Nunmero de becerros positivos
%tranmiscion = x 100

\ Numero de madres positivas j




RESULTADOS

FIGURA 9. INTEGRIDAD DEL ADN POR ELECTROFORESIS EN GEL DE
AGAROSA 0,8%, TRANSILUMINADOR UV

E2EED SO FES F3 E3. »E3 F3 W E3T I ES F3ies F3 3. E3 20 ES E3. . F3 E3aa b3 E3RF3
MM 984 1400 A287 A082 23 A319 V006 188! 70 AD095A322 A138 A019 A482 V055 V023 A233 35 'A223
Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma

. ok o R 8 il

w

F3 F3 Fa F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3 E3 F3
.30 A267, A064 A290 13 120042 18 - (L A086. ] | A276 172 A027 - 187
Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma Ma

|
. | ul Y
o Jisiieb ) “L‘N“‘%.) Wlba i by (A “] b I" ‘Hd \i "\.};,J ’.]‘UM.\"Y ollidis

FIGURA 10. ELECTROFORESIS DEL PRODUCTO DE PCR/MSP5 EN GEL DE
AGAROSA 1,5%, TRANSILUMINADOR UV

F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3
MM A632 A233 V268 35 A223 V263 30 V262 A267 V277 A064
C M C M M C M C M C M

F3 F3 F3 F3 F3 F3 C+
MM A290 A264 V269 18 V267 V279 534 C-
M C C M C C




RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 4. RESULTADOS PCR/MSP5 - FINCA 1

Numeracion Resultado Mumeracion Edad Resultado

Finca "\ jadre  PCR/MSP5+ revalencia Cria (dias) PCR/MSP5+ @ revalencia
1 125 ] 125 3 -
1 181 i 181 4
1 120 i 33.33% 120 2 0%
1 203 + 2/6 203 1 0/6
1 210 i 210 3
1 172 + 172 1
F1 MADRES F1 CRIAS

Positivos
33%

Negativos
gy% Negativos

100%




RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 4. RESULTADOS PCR/MSPS5 - FINCA 2

Numeracion Resultado Numeracion Edad Resultado

Finca "\ adre  PCR/MSP5+ ' revalencia Cria (dias) PCR/MSP5+ & revalencia
2 984 T 100% 984 0 ] 0%
2 1206 + 2/2 1206 0 i 02
F2 MADRES F2 CRIAS

Positivos :
100% Negativos

100%




RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 4. RESULTADOS PCR/MSPS - FINCA 3 F3 MADRES

Finca Numeracion Resultado Prevalencia Numeracion Edad Resultado Prevalencia
Madre PCR/MSP5+ Cria (dias) PCR/MSP5+
3 A287 + AB31 3 -
3 AD82 + V274 4 -
3 23 + AB22 10 -
3 A319 + AB28 4 -
3 V006 + AB36 2 -
3 188 + AB35 2 -
3 70 + AG38 1 + Positivos
3 A095 + V278 3 - 0
3 A322 + AG23 8 _ 100%
3 A138 + AB26 4 -
3 AD19 + AB25 8 +
3 A192 + V276 3 -
3 V055 + AB29 3 - )
3 V023 + V260 17 -
3 A233 + 100% AB32 3 _ 6,67% F3 CRIAS Positivos
3 35 + 30/30 V268 8 - 2/30 7%
3 A223 + V263 10 -
3 30 + V262 16 -
3 A267 + V277 3 -
3 A0B4 + V279 1 -
3 A290 + AB34 3 -
3 13 + AB24 8 -
3 120 042 + V269 8 -
3 18 + V267 8 - -
3 AD86 + V273 4 - Negativos
3 A276 + A633 3 _ 93%
3 A027 + AB2T7 4 -
3 187 + V275 3 -
3 A167 + V271 4 -
3 A1T7 + V270 4 -




Numeracion Resultado Numeracion  Edad Resultado

. . s Tabla 4. Resultados Finca —yiadre  PCRMSPs+ | revalencia Cria (dias) PCRMSPs+ & rcvalencia
DISCUSIOH PCR/MSP5 1 125 - 125 3 -
1 181 - 181 4 -
1 120 - o 120 2 - o
1 203 5 33.33% 203 1 - 0%
1 210 - 210 3 -
P~ 1 172 5 172 1 -
e 10,5% Gonzalez et al (2013) / VENEZUELA \ 2 084 + 0% 084 0 - -
\ 4 30% (3/10)de los becerros+ 2 1206 + ’ 1206 0 - ’
tenian menos de 8 dias 3 A2BT + AB31 3 -
ARGENTINA 3 A0B2 + V274 4 _
w 50,0% Afiez-Rojas et al (2010) Regién Campos y Malezalez: g ﬁé?g : ig;: 14'3 -
o _
79,4% de las hembras 3 VOOE ) ABIE 5 i
gestantes y 5,3% de los fetos. oo + AG i
Regién Chaco Humedo: :
100% de las madres y 15,6% AQS + g -
- 0 *
5,3 — 15,6% sala (2013) en los terneros. 3 A322 + AB23 8 -
3 A138 5 AB26 4 -
3 A019 + AB25 8 n
3 A192 + V276 3 -
3 V055 5 AB29 3 -
Transmision dependiente de la cepa de la rickettsia y del nivel g E;g 5 :égg 13? -
1 1 + o - o
de la rickettsemia . - . 100% e - ] 6.67%
° 3 A223 5 V263 10 :
= 3 30 + V262 16 -
T 9
£ 10 3 A2ET + V277 3 .
= e 3 A0B4 + V279 1 -
g 9 Control 3 A290 s AG34 3 _
o = 3 13 + AG24 8 -
g E Emergence 3 120042 + V269 8 -
e o 3 18 + V267 8 -
S 2 106 Acute 3 ADBE + V273 4 -
g . : 3 A276 + AB33 3 -
< infection 3 AQ27 - AB2T 4 -
T T T 1
3 187 5 V275 3 -
5 10 15 20 3 A167 v V271 4 ;
Weeks post-infection 3 A177 5 V270 4 -
Total 38 34 89,47% 38 - 2 5,26%




CONCLUSION Y RECOMENDACION

-

Existi6 un 5,26% (2/38) de becerros neonatos positivos para
anaplasmosis con tan solo 1 y 8 dias de vida siendo
indudablemente infectados por la via transplacentaria.

K Evaluar niveles de
hematocrito

. _ . _ e Identificar la filogenia
Anaplasmosis bovina endémica en las fincas 2 y 3 con el 100% de de las cepas entre

revalencia en madres ,
P madre y cria.

e Ampliar el a&area de
muestreo y la robustez.

-

Dos becerros positivos por PCR para A. marginale con un aparente
estado de salud bueno.
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