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INTRODUCCION

(La anaplasmosis bovina es una

enfermedad infecciosa no contagiosa
causada por la Ricketsia Anaplasma
\_marginale )

'Es uno de los agentesl
nhemotroplcos bovinos con mayorI
' relevancia en el ambito ganadero,
'junto a Trypanosoma vivax,
. Babesia bovis y Babesia bigemina

(. : e )
Es importante tener un panorama amplio sobre la seropositividad y diversidad

genética de la anaplasmosis en las diferentes zonas ganaderas del Ecuador a fin de

entender los mecanismos de transmision, métodos de deteccion, tratamientos y

kcontrol de la anaplasmosis bovina.
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MARCO TEORICO

Descripcion "055' ©0og %
| N Po 020 °° o
Anaplasma. marginale es una rickettsia S0 00O °o° O%
intraeritrocitica  gran-negativa,  del '(?oo W@ 0a® ©
ganado 'y otros rumiantes con > Og OO&O”‘
distribucion en todo el mundo oo ~_00n00

Fortis de Anaplasma marginale (Mufoz et. al, 2018)
Taxonomia

Reino: Bacteria

Dlstrlbucmn

Filo: Proteobacteria
l— Clase: a-proteobacteria
Orden: Rickettsias
I— Familia: Anaplasmataceae

Género: Anaplasma

Especies:
7y marginale
A. centrale
A. ovis
7 A. bovis :
A. phagocytophilum Distribucién de Anaplasma marginale en el mundo
| A. platys (CABI, 2022).
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MARCO TEORICO

Transmision

Bioldgica
e Rhipicephalus microplus
e Dermacentor
e Ixodes

0%

latrogénica

Mecanica;
e Tabanus
e Stomoxys

e
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Ciclo de vida

A = At each site of i ] %
S W development in ticks: @y ()
- ~~ 4 Vel
R ) / Boophilus spp
- A 4 o~ :
£ 3 Reticulated —_
\ g (vegetative) forms ) /, ‘ ~ 2\ ;
7 ' \ Salivary \( \ (5
e > & - H '. glands f’ =4
N
N\ \ N * $ \f/ _\ /43\
£ 4 | Dense - 7
| — 1 (infective) forms "‘"‘”
Mechanical TR _\\/ .Multipllcati'on
transmission by "I\\/ &,&\ in several tick
transfer of [ @\ dssues
infected red '.\ Gut /g\ ‘
blood cells Biological  \ /J}_/ % {5
transmission by "\ / \‘
feeding ticks r:

Ciclo de vida del parésito Anaplasma marginale.

(Kocan et al., 2003)

MARCO TEORICO

Slqnos clinicos y patogénesis

.Los bovinos de todas las edades pueden
infectarse, no obstante la aspereza de Ila
enfermedad y el riesgo de muerte aumenta con

la edad.
Sintomas
anemia

pérdida de peso
letargo
depresion
abortos

muerte

e incubacion

e fase aguda

e convalecencia
e fase cronica.

palidez en mucosas

1 La anaplasmosis puede dividirse en 4 etapas:
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MARCO TEORICO

Ciclo de parasitemia de Anaplasma marginale

2

S 109+

3

E S

[y o, - .,
= | Incubacion

55

— B -

% I

Convalecencia
Fase cronica

N
4 A

Control

Emergence

V1 l V2

5 10 15 20
Weeks post-infection

Adaptado de “Antigens and alternatives for control of Anaplasma marginale in Kocan et al., 2003, Revista de

Salud Animal, (698-712).
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Respuesta inmunitaria

A, marginale formai
cuerpos iniciales al
Infectar los globulos.
rojos, son inmunes enI
primera instancia a los :
linfocitos citotoxicos

'del CMH 1y II. :
,Se  presenta  una!
 respuesta autoinmune |
ial ser los eritrocitos
' fagocitados por !
' células

' reticuloendoteliales

G o e o e e e o e e e e e e

MARCO TEORICO

Emergencia de nuevas variantes y evasion al sistema inmune

Aparicion de nuevas
variantes IgG especificas

-
4 Eabd 45 444
ﬂ 5 i

Multiphcacon de nuevas

vafanted bacteranas l l
para Evagur 3 Sot
zﬂe- rl'\

IgG variante 1 IgG variante 2 IgG variante 3

TIEMPO
——i

Elizalde y Reyna-Bello (2014)
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Proteinas de superficie

_____________ -
Adhesina hacia eritrocito y células |

MSPla | de garrapatas, taxonomia I
«\ - - )
_____________ -

MSP 1[3 | Adhesina a eritrocitos :
e o e -

( _____________ N
Variabilidad antigénica, I

MSP2 inmunodominante I
_____________ -

( U -

MSP3 _\/arlabllldad_antlgenlca, |
inmunodominante I
_____________ -

( _____________ N

MSP4 | Taxonomia |
“ - )

( _____________ N

MSP5 | Diagnéstico |

MARCO TEORICO

Proteina MSP2, expresion de variantes antigénicas

Membrana|
celular

A | Varlante 1 MSP2

B8 I Variante 2 MSP2

Nuevas X V. Di: i6n de
variantes la MSP2 en la 2 Gnicos
superficie

recurrentes

Elizalde y Reyna-Bello (2014)
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OBJETIVOS

= General:

/ ) o : :
I Determinar la seropositividad y caracterizar molecularmente la bacteria :
| . . P

. Anaplasma marginale en muestreos realizados en la zona de Chone, Manabi.

= Especificos
= ~
' Realizar muestreos en zonas con historial clinico de A margianle !
N e s e f e f mm s mm s Em s Em s Em s Em o Em s mm s Em s Em s Em s mm s Em s Em s Em s e s Em s Em s Em s = s = s = s 7
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1. Obtencion de muestras

Tabla 1. Ubicacion de las fincas donde se obtuvieron las

muestras
N° Codigo de lafinca Muestras N° de muestras
1 UPA1l 400 — 430 31
2 UPA2 431 — 445 15
3 UPAS 446 — 497 52
4 UPA4 498 — 512 15
) UPAS5 513 - 532 20
6 UPAG 533 — 557 25
7 UPA7 558 - 571 14
8 UPAS 572 — 592 20
& Prevalecia: namero de casos positivos

numero total de casos

X 100

METODOLOGIA
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A)

B)

C)

METODOLOGIA

3. Estandarizacion de PCR para el diagndstico de A. marginale.

4. Carga de producto PCR en gel y separacion de
fragmentos por electroforesis

Reactivos Unidad | Concentracion final | Volumen (uL)
H20 - 14.90
Buffer+MgCI2 mM 1.00 2.50 3
19A pM 1.00 2.50
198 uM 1.00 250 b Master
dNTP's mM 0.20 0.50 ' mix
Taq u/pL 0.50 0.10 T
ADN ng/uL 100 5 1. Preparacion del master mix
VOLUMEN FINAL 25.00
Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaltrl;.llgzlzlallzacmn 94 5 min 1
Desnaturalizacion 94 45 s 40
Hibridacion 64 30s 40
Extension 72 1 min 40
Extension final 72 10 min 1
Mantenimiento 10 - -
Nombre de los Cebadores Direccion Secuencias (pb)
19A Fordward GTGTTCCTGGGGTACTCCTA 806
19B Reverse TGATCTGGTCAGCCCCAGCT

Tablas. A) Reactivos para la PCR; B) Condiciones de la PCR; C)

Cebadores para la amplificacion del gen msp5

2. Adicion de ADN

3. Aplificacion de ADN en el
termociclador

5. Vizualizacion de fragmentos
en gel
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METODOLOGIA

4. Estandarizacion de PCR del gen mspla 5. Estandarizacién de PCR del gen msp4

Reacti Unidad Concentracion final Volumen (pL
A) eaf;: ::os (L) A) Reactivos Unidad | Concentraciénfinal | Volumen (uL)
2 - -
H20 - 17.05

Buffer+MgCl2 mM 2.00 5.00 Buffer+MgCI2 mM 150 375

Forward LM 0.50 125 Forward uM 0.50 1.25

Reverse uM 0.50 1.25 Reverse uM 0.50 1085

ADN ng/uL 100 1 ADN ng/uL 100 1

VOLUMEN FINAL 25.00 VOLUMEN FINAL 25.00

B) Temperatura °C Tiempo Ciclos B) . Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion ) Desnaturalizacion 94 30S 1
inicial 95 5 min 1 inicial
Desnaturalizacion 94 30s 35 Desnaturalizacion 94 30s 35
Hibridacion 62 30s 35 Hibridacion 62 30s 35
Extension 72 45 s 35 Extension 72 1 min 35
Extensién final 72 5 min 1 Extension final 72 5 min 1
Mantenimiento 10 - - Mantenimiento 10 - -
C) Primers Direccién Secuencias (pb) C) Nombre de los Cebadores | Direccién Secuencias (pb)
MSP45 Forward | CCGGATCCTTAGCTGAACAG
420F Forward GTGCTGGTTGTGTGGTTGTG GAATCTTGE -
420 MSP43 Reverse | GGGAGCTCCTATGAATTACA
420R Reverse CTTGCCGCCAATTAGCTCCT
GAGAATTGTTTAC
Tablas. A) Reactivos para la PCR; B) Condiciones de la PCR,; {\ ) UN'VEHSIDA: DE LAS FUERZAS ARMADAS

C) Cebadores para la amplificacion del gen



6. Secuenciacion

A)

Reactivos

Template DNA

Reconocimiento de de primers y
extension de cadena

TR T T T T IO T T T T

ddATP

Polymerase

[ ™)

Muetra de ADN marcada con
fluorescencia

ddTTP

@ 0 06 o

ddGTP

dNTPs

1J'JT

ddcTP

Primers

TTIITTT

Electroforesis en gel capilar y
deteccion de fluorescencia

T
T

DNA Sample

!

METODOLOGIA

OB&:GE NAT

Humanizing Genomics

macrogen

(2) Enlace de ddNTP y terminacién de
cadena

> T

1 o .,
LIS A IZ‘/’

l ddNTPs stops chain extension

e

@ Andlisis y reconstruccion de secuencias

GACTAGTCTG

A

"/ 1 Nucleotide 10
T | e
T Eigy ~ I
7. Secuencia consenso, blast y alineamiento
B) -; A A i e [ Samga e T S
R = 3 e A A E L | > sTacs |
| 1] : Fd Fas 1
I 'IS,! oA ' | I!‘ i ' JI " ; | \'l'h‘ b 1 It
Lt [ y !I- Al 11l ! [ | "‘:', ‘fja '
If* /AN o ! \ \ | '!g Wi el AR RAIR Y Il“'
lﬁi‘ ‘ 'i' ‘.v‘ | { JU1, '.l"‘ " “~ ‘\ | “ \ i l n | "”‘ll'l ':. l
AR TR Rt L M
WAV EOLI T LT YA AT WA 104111 05 LY '\ 1 {\
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Figuras. A) Descripcion grafica del proceso de secuenciacion;

B) Trabajo en el programa Chromas
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MET

7. Secuencia consenso, blast y alineamiento

] SeqMan Pro O s
ile Edit Sequence Contig Project Features Variant WView MNetSearch Window Help
/ \) [E) Alignment of Cantig 1 === b=
Position: 11 71l bp Conflict Spit Il
Reference Coordinates L Ny Y Lo .y L L L 1 N
’ Tranzlate ’ Consensus ACGCAGCGCGACARACGCCACAAAGGALLGCCCCCALAGCCCCATACTITCTACTGCCTCACALGGACGACCGACACACGARACT
b 489-5_19B-CORR. bl {105673) — .GIGIGIG-G_GG-G_G-I.I'I'III.TG.I-GGIG-G-G-T
b aga-5 _19A-CORR.abl{10»678) —
— |

B) [=
Dote T Teeh  Mgaeet W Sepesce Owgley v~y
O DR wre >yl «O0XEx{+S e @238

B R L LR S

e
1 -

8. Filogenia

Alineamiento y analisis

_:;
—

— —— 5 —

Secuencias alineada Filogenia
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RESULTADOS Y DISCUSION

Electroforesis en gel de PCR para msp5

C (-) (+) 534 535 536 537 539 539 540 'Se reporta que entre'
uno de los casosI
| positivos se encontro |
: un becerro menor a 3 :
; meses, |
Icorrespondiente a lal
muestra 543, con
I cI|n|ca de A.
o ‘i) S I marginale.
541 542 543 544 534 |

1500pb

500pb
200pb

806pb

Electroforesis en gel de agarosa al 2%, de muestras del producto PCR de msp5 para diagndstico

de A.marginale. Muestras del 534-577, muestras positivas con 806pb {\ ) E S p E
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RESULTADOS Y DISCUSION

Electroforesis en gel de PCR de los genes mspla, msp4 y msp5

1500pb
1500pb
500pb 500pb
200pb
200pb
Electroforesis en gel de agarosa al 2%, del producto Electroforesis en gel de agarosa al 2%, del producto
PCR de msp5 de muestras 499, 543, 545 y 573. 806pb~ PCR de msp4 de muestras 499, 543, 545 y 573. 850pb=
Mass Size .
(ng/S ®  Referencias del
marcador de peso
E1 3% molecular
1500pb §§ g@
23 700
20 600
67 500
500pb =k
20 300
200pb :; ;f;’,
30 150
27 100
30 50

Electroforesis en gel de agarosa al 2%, del producto PCR de SE

msplo de muestras 499, 543, 545 y 573. 500pb =y 420pb = i {\ ) E S F E
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A)

Filogenia

RESULTADOS Y DISCUSION

0.040

0.792

0.000

0.000

0.009

0.000
0.003

0.000

0.005

0.005

0.000

KX685371 Nigeria

0.008
0.000

0.505

0.002

543-5

0.004

499-5
0.000

573-5

0.010

0.000

545-5

0.853

0.002
—— KR047042 China
0.000

—— EF546443 Sri Lanka
0.003

— MK164571 Tailandia
0.002

— MF159030 Japon
AY245428 Brasil

MK164566 Tailandia

0.003
— KX685372 Benin

0.003
— AY527217 Cuba

MZ068099 A. platys

B)

Figuras. A) Arbol filogenético de msp5;
B) Arbol filogenético de msp4

0.
0.00H_

0.001

0.000

0.000

0.841

0.033

0.295

0.883

0.001

— KX989533 India
0.000

L— AF428083 Mexico
0.002
. MK809380 Peru

Lgr.)om )
0-00N564650 Mexico

0.005
j MK809389 Cuba
0.004

0.001 . .
—— MH939156 Tailandia

0.003
|_r 545-4 MSP4

0.000
o_luofl99—4 MSP4

000
AF428086 Brasil

| 0.000 ]
AF428086 Argentina

MT664976 Espana

0.000
AY010251 USA

00
543-4 MSP4F

KU500911.1 Anaplasma platys
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RESULTADOS Y DISCUSION

0.090 _
0.076 — AY602768 Brasil

|
' El analisis hecho con mspl «, |
|da a conocer la varlabllldad'
: genlca de cepas que se pueden I

0.078
0.3 % AID69917 Brasil

123 )
QPH59879 Brasil

0.
0.133
ABI16180 Argentina
0.

3.370

0.000

068
AFJO0016 Venezuela

0.000

|0-251
0.025 — QZA76031 Espana
0.035
ABZ80356 Mexico

LC645238 Bolivia

34.086

MF288036 Cuba

0.018
MF288044 Ecuador
%087 | 2.047

545-1
0415

0.103
499-1

“0.016
0172573-1

QLA0956 Mexico
45.467

Arbol filogenético de mspla

1 encontrar en el pais, dado eI'
| peculiar caso de la muestra
1543 evidencia la |mportanC|a
de los estudios fllogenet|c03|
Ide las cepas de A. marglnale
, en cada pais a fin de entendern
: los procesos epidemioldgicos |
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CONCLUSIONES

Se logro establecer que la prevalencia de la enfermedad es del 81,77%. Con
rangos en las UPA muestreadas que van desde 61 hasta 92%.

Anapalsmosis bovina es una enfermedad presente en los rebafios del pais a pesar
de que los animales puedan parecer sanos. Por lo que es importante diagnosticarla
y evitar su propagacion mediante el traslado de animales.

Al encontrarse un becerro menor a 6 meses con clinica de la enfermedad, se da a
conocer un caso particular de anaplasmosis bovina, por lo que los estudios de
caracterizacion molecular son necesarios en el pais a fin de obtener un panorama
completo de la diversidad génica de las cepas circundantes en las zonas ganaderas.
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RECOMENDACIONES

= Siendo la prevalencia del 81,77% de animales infectados, es recomendable
conocer este tipo de datos, para evitar la propagacion de la bacteria a zonas con
animales sanos.

= Al presentarse problemas en la secuenciacion de ciertos genes, entre ellos el
gen mspla de la muestra de interés 543, se recomienda la clonacion del gen en
un vector de clonacion con la finalidad de lograr una secuenciacion con mayor
exactitud del gen

= Este tipo de estudios en otras importantes zonas ganaderas del pais a fin de
discernir la variabilidad genética de las diferentes cepas de A. marginale con
motivo de abordar mejor el control de la enfermedad.
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