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RESUMEN

Se detecta la presencia de Anaplasma marginale en becerros
hijos de vacas con infeccion asintomatica. Ensayos de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) llevados a cabo en muestras
de sangre de 31 vacas lactantes, en aparente buen estado fisi-
CO Y sus respectivas crias, revelaron la presencia de ADN espe-
cifico de A. marginale en el 70 y 40%, respectivamente. La de-
teccion de parte del genoma de A. marginale en becerros recién
nacidos, hijos de vacas asintomaticas PCR positivas, sugiere la
transmision de la infeccion madre-hijo por via transplacentaria.
Se discute las implicaciones epizootiologicas de la infeccion por
A. marginale en animales asintomaticos y se advierte sobre la
potencialidad de esta forma de transmision en el mantenimiento
del ciclo de este organismo. Se concluye que la transmision por
via transplacentaria podria ser un evento de frecuente ocurren-
cia en el area de estudio y se sugiere la utilizacién de técnicas
producto de la nueva biotecnologia como la PCR para incre-
mentar la especificidad en el diagnéstico.

Palabras clave: Anaplasma marginale, transmision transpla-
centaria, PCR, Venezuela.

ABSTRACT

The presence of Anaplasma marginale in calves descendants
from cows with asymptomatic infections, was detected. Po-
lymerase chain reaction (PCR) assays carried out in blood sam-
ples from 31 healthy cows and their respective calves, revealed
the presence of A. marginale-specific DNA in 70 and 40% of
them, respectively. The detection of a portion of A. marginale
genome in newborn calves, suggests a transplacental mother-
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offspring transmission. The epizootiological implications of A.
marginale-infection in asymptomatic animals and the potential of
transplacental transmission in the maintenance of A. marginale
were considered. Results lead to conclude that A. marginale
transplacental transmission might be of frequent occurrence in
the study area, so more specific techniques, such as PCR, are
suggested for a more thorough diagnosis.

Key words: Anaplasma marginale, transplacental transmis-
sion, PCR, Venezuela.

INTRODUCCION

Anaplasma marginale, agente etiol6gico de la anaplas-
mosis bovina (Bos taurus-indicus) es un organismo intraeritro-
citico que pertenece a la familia Anaplasmataceae del orden
Rickettsiales [4, 9]. La infeccion por este organismo causa esta
hemoparasitosis responsable por graves pérdidas econdmicas
en explotaciones bovinas como consecuencia de la alta morta-
lidad, el brusco descenso en la produccion lechera, abortos
durante la fase aguda, retraso en el desarrollo corporal, unido
a los gastos ocasionados por el uso de medicamentos [7, 17].
La tan variada sintomatologia detectada en los animales infec-
tados pareciera la causa de diversos estados de gravedad que
se observa en los rebafios, en los cuales puede detectarse,
desde animales asintomaticos hasta casos de postracion clini-
ca con muerte inminente [2]. Esta circunstancia hace de la
anaplasmosis bovina una infeccién econémicamente importan-
te en América por los enormes gastos que ocasiona en regio-
nes ganaderas ubicadas desde los Estados Unidos hasta Ar-
gentina, en cuya regién se registran cifras que van desde el 26
hasta el 78% de prevalencia [8, 13]. En Venezuela, la anaplas-
mosis ha sido sefialada en las diferentes regiones donde se
explota comercialmente el ganado bovino, habiéndose asimis-
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mo, identificado como una de las entidades hemotrépicas que
mayormente obstaculiza el desarrollo ganadero [3].

La genética de la susceptibilidad y/o resistencia de la ga-
naderia bovina venezolana a la infeccién por A. marginale esta
lejos de ser comprendida y/o estimada, por lo que es dificil de-
terminar las condiciones de estabilidad/inestabilidad enzootica
en los rebafios para poder cuantificar el nUmero de animales
susceptibles en relacién con la proporcion de animales infecta-
dos. Aun cuando se han registrado algunos datos sobre sero-
prevalencia e incidencia de anaplasmosis bovina en ciertas re-
giones de Venezuela, la prevalencia real de esta enfermedad
anemizante esta lejos de ser precisada [10]. Una de las posi-
bles causas que explicaria los sub-registros de anaplasmosis
pareciera ser la presencia de infecciones asintomaticas en
proporciones significativas en rebafios bovinos de explotacio-
nes ubicadas en areas bajo riesgo. En este sentido reciente-
mente, Bolivar y col. [2] utilizando la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) registraron la presencia de infeccion por A.
marginale, en animales sin manifestaciones clinicas aparen-
tes, detectando 52 y 33% de animales infectados en rebafios
bovinos mestizos y puros de regiones bajas y altas del occi-
dente de Venezuela, respectivamente. Los mismos autores
advierten sobre el riesgo de la anaplasmosis subclinica y su
efecto potencial sobre la economia de explotaciones bovinas.

El uso del ensayo de PCR, una técnica molecular de
comprobada alta sensibilidad y especificidad, pareciera una
opcién diagnédstica para la deteccion de A. marginale, dada la
dificultad que presenta la utilizacion de métodos hematolégi-
cos y/o serologicos convencionales, debido a su conocido bajo
nivel de sensibilidad y especificidad [11].

La transmision transplacentaria de A. marginale en bovi-
no es un evento conocido y suficientemente sustentado [14,
18]. Sin embargo, en la cuenca del Lago de Maracaibo, al oc-
cidente de Venezuela, no existe informacion precisa sobre la
frecuencia de transmision de este organismo de madre a hijo
durante el proceso de gestacion. En el presente trabajo se in-
tenta demostrar la transmisién transplacentaria de A.margina-
le, para ello se registran los resultados obtenidos, luego de un
ensayo de PCR, en un muestreo simultaneo vaca-becerro rea-
lizado en una finca de explotacion doble propésito ubicada en
la zona sur del Lago de Maracaibo, estado Zulia, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El muestreo fue llevado a cabo en una
explotacién bovina perteneciente a la Universidad Nacional
Experimental del Sur del Lago de Maracaibo (UNESUR) ubica-
da en el municipio Colén, estado Zulia, Venezuela. La misma
se encuentra a 4 m.s.n.m, con una localizacion entre 08°
5703 Ny 72° 01°13"" W, con temperatura media anual de
26°C (22,8°C - 32,7°C), humedad relativa promedio anual de
78% (51,6-91,7%) y precipitacion media anual de 1.768 mm,
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segun datos tomados en la seccion de meteorologia de la mis-
ma unidad de produccion.

Muestreo y procesamiento de la muestra. Un total de
34 vacas lactantes y sus 35 crias (un parto de gemelos) fue in-
cluido en el muestreo. El rebafio estuvo constituido por anima-
les mestizos, con predominio racial de Bos indicus. La edad
promedio del grupo fue de 6,8 + 3 afios (rango 3 - 15 afios) en
las cuales se registraron 2 + 1 partos (rango 1 - 4 partos). Del
total de vacas muestreadas, 31 (91,2%) presentaron, para el
momento del muestreo, buen estado fisico corporal y una condi-
cion clinica sin lesiones aparentes, consideradas asintomaticas
segun criterio veterinario; 2 (5,9%) bajo tratamiento por presen-
tar sintomas y signos atribuibles a anaplasmosis segun evalua-
cion clinica especializada y 1 (2,9%) fue descartada del rebafio
por presentar un aspecto fisico deplorable, por lo que fue envia-
da a sacrificio (TABLA I). El grupo de becerros estuvo confor-
mado por 20 hembras (57%) y 15 machos (43%) con edad pro-
medio de 43 * 65 dias (rango 1 - 330 dias). La TABLA | mues-
tra detalles sobre identificacion y caracteristicas de los animales
muestreados. El muestreo consisti6 en tomar 6 mL de sangre
periférica de la vena yugular con inyectadora plastica desecha-
ble. La misma fue vertida en un tubo de centrifuga de 15 mL
conteniendo anticoagulante (EDTA, 35 puL/3mL de sangre) y so-
bre papel de filtro Whatman N° 3. Las muestras fueron traslada-
das inmediatamente al laboratorio para su procesamiento. To-
das las muestras fueron codificadas, conociéndose la identifica-
cion de cada animal después de obtenido el resultado corres-
pondiente.

Extraccion de ADN y ensayo de PCR.

La extraccion de ADN en ambas muestras, sangre con
anti-coagulante y sangre colectada sobre papel de filtro, fue
realizado por el clasico método de fenol-cloroformo [15]. El en-
sayo de PCR fue llevado a cabo utilizando los oligonucleotidos
BAP-2 (5" GTA TGG CAC GTA GTC TTG GGA TCA - 3") y
AL34S (5°CAG CAG CAG CAA GAC CTT CA-3"), los cuales
amplifican el gen que codifica la sub-unidad de la proteina
mayor de superficie (msp1) de Anaplasma marginale, gene-
rando bandas de 409 pb [16]. La mezcla de reaccién fue pre-
parada con 3,5 mM de MgCl; 0,8mM dNTP; 1,8 uM de cada
primer y 1,25 U de taq polimerasa; siendo el volumen de ADN
problema de 5 pL. La amplificacién del producto de PCR fue
realizada en 32 ciclos, incluyendo una fase inicial de desnatu-
ralizacién a 94°C/1min, seguida de la fase de alineamiento a
60°C/1 min y extension a 72°C/ 0,5 min. Los productos amplifi-
cados de PCR fueron separados por electroforesis en geles de
agarosa al 1,5%, coloreados con bromuro de ethidio. Como
controles positivos fueron utilizadas dos muestras de ADN ge-
nomico de A. marginale en stock en el laboratorio, obtenidas
de sangre de ejemplares de la raza Holstein numero 1114 y
103, los cuales presentaron sintomatologia aguda y muerte
por anaplasmosis siendo diagnosticados hematolégica y mole-
cularmente (FIG.1).
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TABLA |

IDENTIFICACION DE BOVINOS MUESTREADOS, DETECCION DE Anaplasma marginale EN VACAS ASINTOMATICAS
Y DEMOSTRACION DE TRANSMISION TRANSPLACENTARIA UTILIZANDO UN ENSAYO DE PCR/ SAMPLE

IDENTIFICATION, DETECTION OF A.marginale IN SYMPTOMLESS COWS AND DEMONSTRATION
BY PCR OF TRANSPLACENTAL TRANSMISSION

Muestreo en vacas

Muestreo en becerros

Cadigo Edad N° de Condicion  Diagnéstico Cadigo Edad Sexo Diagnéstico
madre (Afos) Partos Clinica PCR hijo (Dias) PCR

2074 6 2 N + 2074H 240 ? +
10002 5 2 N - 10002H 28 ? -
1059 7 3 N + 1059H 14 J -
306 12 4 N + 306H 56 @ +
02000 8 3 N + 02000H 21 ? -
07401 6 3 N + 07401H 77 ? -
11103 5 2 N + 11103H 44 ? -
02902 6 3 N + 02902H 88 ? +
2035 6 2 N + 2035H 330 J +
402 15 NR D + 402H 50 J -
1015 7 3 T + 1015H 17 J -
16004 3 1 N + 16004H 46 ? -
2156 5 2 N - 2156H 20 J -
507 10 4 N - 507H 30 J -
12003 5 2 N + 12003H 45 J -
54 14 4 N + 54H 40 ? -
03401 7 3 N + 03401H 36 ? -
346 16 2 N + 346H 46 ? -
2082 6 2 N + 2082H 45 J -
21504 3 1 N + 21504H 28 J +
1016 7 3 T + 1016H 50 J -
04201 7 3 N + 04201H 3 J -
2038 6 2 N + 2038H 1 ? -
20 4 2 N + 20H NR ? -
16704 4 2 N - 16704H 17 ? -
073/02 6 3 N - 073/02H 17 ? -
027/02 6 3 N - 027/02H 17 ? +
373 NR NR N + 373H 14 @ +
157 NR NR N + 157H 11 ? +
509 NR NR N - 509H 10 ? -
44 NR NR N - 44H 10 J -
23005 3 1 N - 23005H 10 ? +
318704 * + 318704H1 8 d +
4 2 N 318704H2 8 J +
140/03 5 3 N + 140/03H 8 J +

* Vaca de parto doble; T: Tratamiento contra anaplasmosis; N: Normal; D: Descartada; NR: No registrado.
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FIGURA 1. DETECCION DE Anaplasma marginale EN MUESTRAS CONTROL UTILIZANDO METODOLOGIA MOLECULAR (A)
Y HEMATOLOGICA (B). A: ENSAYO DE PCR REALIZADO CON ADN CONTROL POSITIVO (Am) Y CON MUESTRAS DE ADN
EXTRAIDO DE SANGRE DE BOVINOS CON ANAPLASMOSIS AMPLIFICANDO 409 pb (FLECHA). H,0: CONTROL DE
REACCION. PM: MARCADOR DE PESO MOLECULAR (100pb). B: EXTENDIDO DE MUESTRA DE SANGRE DE BOVINO
CON ANAPLASMOSIS COLOREADO CON GIEMSA 10% EN BUFFER FOSFATO. NOTESE LA PRESENCIA DE Anaplasma
marginale DENTRO DE ERITROCITOS (1000X)./ DETECTION OF A.marginale IN CONTROL SAMPLES USING MOLECULAR (A) AND
HEMATHOLOGIC (B) METHODS. A: PCR ASSAY CARRIED OUT WITH DNA CONTROL AND FROM SAMPLES OF ANIMALS WITH ANAPLASMOSIS
GENERATING AMPLIFICATION OF 409 BP (ARROWED). H,0: REACTION CONTROL. PM: MOLECULAR WEIGHT (100BP). B. GIEMSA STAIN
SHOWING A. marginale INSIDE BLOOD RED CELLS FROM AN INFECTED ANIMAL.

RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion de Anaplasma marginale en vacas lactantes
asintomaticas

En el presente estudio, la realizacion de un ensayo de
PCR especifico para A. marginale en muestras sanguineas de
31 vacas consideradas como asintomaticas reveld la presen-
cia de parte del genoma de este organismo en 22 de ellas
(70,9%). La prueba de PCR gener6 bandas de aproximada-
mente 409 pb, correspondientes a la amplificacion del gen
msp1 de A. marginale [16]. Detalles sobre la identificacion de
cada vaca y el diagnéstico respectivo por PCR se muestra en
la TABLA I. Asimismo, la positividad de la reaccion de las dife-
rentes muestras de animales asintométicos mostrando una
fuerte sefial de PCR con el tamafio esperado de la banda, se
presentan en la FIG. 2.

Los resultados reflejan un alto porcentaje de positividad
y advierten sobre el riesgo potencial que las infecciones sub-
clinicas por A. marginale pudieran representar para los reba-
fios en produccion, al demostrar la circulacion del agente cau-
sal de la anaplasmosis en animales aparentemente sanos.
Asimismo, estos hallazgos parecieran indicar que la utilizacion
de un método molecular (PCR), producto de la nueva biotec-
nologia, podria resultar suficientemente sensible y especifico
en la deteccion de este tipo de infeccion como previamente ha
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sido sugerido [11]. Este hecho, pareciera tener importancia
epizootiolégica si se considera la posibilidad de que un animal
que albergue infeccién subclinica pudiera, debido a compromi-
sos inmunoldgicos, aflorar la condicion clinica patente con sin-
tomas y signos propios de la anaplasmosis, constituyéndose
en fuente de infeccion para el resto de animales en el mismo
rebafio, evento que ha sido observado con mucha frecuencia
en otras dolencias [1, 6, 12]. Esta aseveraciéon encuentra apo-
yo en los resultados de Eriks y col. [5] quienes concluyen que,
bovinos recuperados de una infeccién aguda con A. marginale
permanecen persistentemente infectados aunque a bajo um-
bral, pudiendo los mismos servir como reservorios en la trans-
mision de la infeccion. Asimismo, los autores sugieren que
para comprender el rol de estos portadores en la prevalencia y
transmision de la infeccion, es esencial que los bajos niveles
de infeccion sean detectados con precision y cuantificados por
métodos altamente sensibles y especificos como los ensayos
de PCR empleados en el presente estudio.

Deteccion de transmision transplacentaria de Anaplasma
marginale en becerros a partir de madres asintomaticas

La ejecucion, en muestras de sangre de becerros, de un
ensayo de PCR especifico para ADN de A. marginale, igual al
realizado en muestras de sus respectivas madres, permitié de-
tectar la presencia de parte del genoma de este organismo en
10 hijos (52 y 57 de 9 vacas asintomaticas con PCR positivo.
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1:2074* 20: 2035
2: 2074H* 21: 2035H
29 M 30 31 82 3% 34 85 36 87 3: 22:1015* 39: 346
4:10002H 23:1015H 40: 346H
5: 24: 16004 41: 2082
6: 1059H 25: 16004H 42: 2082H 56:509
7: 26: 2156 43: 21504* 57:509H
8: 306H* 27: 2156H 44: 21504H 58:44
o: 28: 507 45: 1016 59:44H
10: 02000H 29: 507H 46:1016H 60:23005
M: 100pb M: 100pb M: 100pb 61:23005H
11: 07401 30: 12003 47: 04201 M: 50pb
12: 07401H 31: 12003H 48: 04201H 62:318704*
47 43 43 50 51 52 5% 54 55 13: 11103* 32:54 49: 2038 63:318704H1
- ey ST e 14: 11103H 33: 54H 50: 2038H :
15: 02902 34: 03401 51: 20 g;?lggngz
16: 02902H* 35: 03401H 52: 402H 66:14003H
17: ControINegativo 36: ControlNegativo 53: ControlNegativo 67:ControNegativo
18: ControlPositivo 37: ControlPositivo 54: ControPositivo 68: ControH20
19: ControlH20 38: ControlH20 55: ControH20 69:ControPositivo

FIGURA 2. DETECCION DE Anaplasma marginale EN MADRES E HIJOS BOVINOS UTILIZANDO ELECTROFORESIS DE
PRODUCTOS DE PCR EN GELES DE AGAROSA (2%) GENERADO POR AMPLIFICACION DEL GEN MSP13. NUMERO DEL
CARRIL IDENTIFICA CADA VACA Y SU RESPECTIVO BECERRO (N°+H). *: INDICA BANDA DEBIL. M: PESO MOLECULAR/

DETECTION OF A. marginale IN MOTHER BOVINE AND THEIR OFFSPRING USING AGAROSE GEL (2%) ELECTROPHORESIS
OF PCR PRODUCTS GENERATED AMPLIFICATION OF MSP15 GENE. LANE NUMBER IDENTIFY EACH COW AND ITS RESPECTIVE CALF (H).
*: INDICATE WEAK BAND. M: MOLECULAR WEIGHT.

Detalles sobre la coincidencia de becerros PCR positivos a A.
marginale y sus madres con infeccion subclinica causada por
el mismo organismo y detectado con la misma técnica, se
muestran en la TABLA |. Asimismo, las bandas correspondien-
tes expresando positividad de vacas y becerros a A.marginale
se presentan en la FIG. 2.

Es interesante notar que de los 10 becerros PCR positi-
vos, 5 (50%) tenian menos de 15 dias de nacidos y 3 de ellos
(60%), 2 de los cuales eran gemelos, tenian 8 dias de edad y
habian sido mantenidos en vaquera, lo cual pudiera sugerir la
transmisién de la infeccion de madre a hijo por via transplacen-
taria. Otro elemento que pudiera reforzar esta interpretacion so-
bre la demostracion de la transmision por esta via, es el hecho
de que becerros de la misma edad, mantenidos en las mismas
condiciones e instalaciones, hijos de madres negativas resulta-
ron negativos al ensayo de PCR para la deteccion de A. margi-
nale en el 77,8%. Asimismo, pareciera poco probable que dos
becerros gemelos pudieran adquirir la infeccion por via vecto-
rial, en tan poco tiempo y que ambos tuvieran un comporta-
miento similar ante la presencia del agente infeccioso.

Aunque pudiera pensarse que todos los 10 becerros que
resultaron PCR positivos, hijos de madres con infeccién subcli-
nica también PCR positivas a A. marginale, adquirieron la in-
feccion durante el periodo de gestacion, es mas sano para el
analisis considerar que 5 de ellos pudieron haberse infectado
por via vectorial, dado el largo tiempo de lactancia para el mo-
mento del muestreo, el cual oscild entre los 2 y los 11 meses
pos nacimiento. Aun asi, la deteccion de la infeccion en el 50%
de los becerros menores de 15 dias o el 30% de aquellos con
8 dias de nacidos, pareciera un hecho alarmante dado el alto
porcentaje de anaplasmosis subclinica detectado en estos ani-
males del rebafio, los cuales exhibian una condicién clinica
aparentemente normal, similar a la de sus madres.

Por otra parte, es imperativo llamar la atencién sobre la
alta proporcion de vacas lactantes con infeccion asintomatica
o subclinica detectada en el presente trabajo (70,9%) y como
las mismas parecen estar afectando la poblacién de animales
jévenes, los cuales, a su vez, pudieran convertirse potencial-
mente en la génesis de una epidemia de anaplasmosis en el
area de explotacion.
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CONCLUSIONES

La demostracion de la infeccién por A. marginale, me-
diante la deteccion por PCR de parte del genoma del organis-
mo, en 22 de 31 (70,9%) vacas incluidas en el estudio y en, al
menos, el 40% de sus hijos, todos con buen estado fisico y sin
manifestaciones clinicas aparentes sugestivas de anaplasmo-
sis, refleja clara ventaja diagnostica de la metodologia molecu-
lar, producto de la nueva biotecnologia, sobre los métodos
convencionales utilizados en zonas ganaderas.

La presente observacion permite concluir que la transmi-
sién transplacentaria de A. marginale en bovinos de la region es-
tudiada pareciera ser de frecuente ocurrencia y que la utilizaciéon
de técnicas diagnosticas mas eficientes como el ensayo de PCR
podria ayudar a tener una aproximacion a la realidad epizootiolo-
gica en los rebafios de esta y otras regiones de Venezuela.
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