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Resumen

La anaplasmosis es una enfermedad de gran importancia en las regiones tropicales y
subtropicales al rededor del mundo, que genera significativas pérdidas econdmicas en la
produccién ganadera mundial. Es una infeccion causada por bacterias del género
Anaplasma y afecta una amplia variedad de hospederos, incluidos bovinos, ovinos, caninos
y humanos. En Colombia, son escasos los reportes sobre la presencia de Anaplasma en
pequefios rumiantes, las técnicas de diagndstico utilizadas para la identificacién incluyen
historia, signos clinicos, microscopia y solo un estudio de tipo molecular, llevado a cabo en
caprinos del departamento de Santander, sin embargo, estos reportes no han permitido

identificar las especies de Anaplasma presentes en la poblacién ovina del pais.

La deteccién de Anaplasma sp., se realiz6 utilizando muestras de sangre tomadas de ovinos
clinicamente sanos en el municipio de Montelibano, Cérdoba, se evaluaron frotis sanguineos
mediante microscopia directa y se hicieron analisis moleculares inicialmente mediante PCR
para el gen msp4 de Anaplasma spp, posteriormente los animales positivos fueron
evaluados para detectar Anaplasma marginale y Anaplasma ovis empleando también PCR
para el gen msp4. Los productos se purificaron y se secuenciaron para caracterizar las
especies de Anaplasma presentes y las secuencias obtenidas fueron empleadas en la
construccién de un arbol filogenético para determinar la diversidad genética de las especies

encontradas.
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Se encontré que el 9.58% (16/167) de los individuos fueron positivos al examen microscopico
directo mientras que el 35,33% (59/167), fueron inicialmente positivos a Anaplasma spp y
posteriormente tipificados en su totalidad como Anaplasma marginale. El andlisis BLASTn
de las secuencias de los aislamientos mostré que no existe una gran variabilidad entre ellos,
sin embargo, el estudio filogenético permitié determinar la presencia de dos genotipos dentro
de la poblacién, que se agrupaban en clados junto a aislamientos de Norte y Latino América

respectivamente.

Palabras clave: Anaplasmosis, Ovinos, Colombia, Deteccién molecular.
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Abstract

Anaplasmosis is a disease of great importance in tropical and subtropical regions around the
world, which generates significant economic losses in world livestock production. It is an
infection caused by bacteria of the genus Anaplasma and affects a wide variety of hosts,
including cattle, sheep, dogs and humans. In Colombia, there are few reports on the presence
of Anaplasma in small ruminants, the diagnostic techniques used for identification include
history, clinical signs, microscopy and only one molecular study, carried out in goats of the
Department of Santander, however, these reports have not allowed to identify the Anaplasma

species present in the country's sheep population.

The detection of Anaplasma sp., was carried out using blood samples taken from clinically
healthy sheep in the municipality of Montelibano, Cérdoba, blood smears were evaluated by
direct microscopy and molecular analyzes were initially made by PCR for the msp4 gene of
Anaplasma spp, subsequently the positive animals were evaluated to detect Anaplasma
marginale and Anaplasma ovis also using PCR for the msp4 gene. The products were
purified and sequenced to characterize the Anaplasma species present and the sequences
obtained were used in the construction of a phylogenetic tree to determine the genetic

diversity of the species found.
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It was found that 9.58% (16/167) of the individuals were positive to the direct microscopic
examination while 35.33% (59/167) were initially positive to Anaplasma spp and later typified
in its entirety as Anaplasma marginale. The BLASTn analysis of the sequences of the isolates
showed that there is no great variability among them, however, the phylogenetic study
allowed to determine the presence of two genotypes within the population, which were

grouped in clades with isolates from North and Latin America respectively.

Key words: Anaplasmosis, Sheep, Colombia, Molecular detection.
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Introduccion

La anaplasmosis es una enfermedad causada por Anaplasma spp, un microorganismo
intracelular obligado transmitido por garrapatas. Se sabe que las especies de Anaplasma
infectan células hematopoyéticas de una gran variedad de hospederos mamiferos que
incluyen ganado bovino, ovino, caprino, rumiantes salvajes y humanos. El género
Anaplasma comprende seis especies entre ellas Anaplasma marginale como la especie
tipica, Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys, Anaplasma marginale
subespecies centrale (A. centrale), Anaplasma bovis y Anaplasma ovis (Dumler et al.,
2001; OIE, 2015)

A. marginale infecta principalmente al ganado bovino, aunque también se ha reportado en
una amplia variedad de rumiantes silvestres (Kuttler, 1984) y recientemente se ha
encontrado en pequefios rumiantes (Jalali et al., 2013; Yousefi t al., 2017). Anaplasma
marginale subespecies centrale (A. centrale) causa una forma leve de anaplasmosis en el
ganado y se ha usado como vacuna contra A. marginale. A. phagocytophilum afecta
principalmente humanos, caninos y equinos, mientras que A. platys, causa
trombocitopenia ciclica en caninos y A. bovis infecta leucocitos de rumiantes domésticos
y silvestres (Aubry & Geale, 2011) finalmente A ovis infecta principalmente a ovejas y
cabras, sin embargo ha sido identificado en rumiantes silvestres (de la Fuente et al., 2006;
de la Fuente et al., 2004; Hornok et al., 2007)



2 Introduccién

Los principales signos clinicos de anaplasmosis incluyen; anemia e ictericia que se
observan como una coloracion amarillenta de las membranas mucosas de los ojos y las
encias, ademas los animales pueden presentar movimientos descoordinados, dificultad
para respirar, abortos, disminucién en la produccién de la leche y muerte en algunos casos
(Aubry & Geale, 2011; Kocan et al., 2010). La Anaplasmosis ademas de ser un problema
de salud para los animales, genera pérdidas econdémicas a los productores, ya sea de
forma directa por la presentacion de cuadros clinicos o de forma indirecta por los gastos
ocasionados por ejemplo en el control de los vectores que intervienen en el ciclo de
infeccion (Ortiz, Palencia, Gerdts, & Hurtado, 2012).

Los métodos de diagndstico convencional incluyen la historia, signos clinicos, lesiones
postmortem, evaluacién por microscopia directa y pruebas seroldgicas, sin embrago dichas
técnicas tienen diversas desventajas en términos de sensibilidad y especificidad, por
ejemplo, el examen microscépico directo de frotis sanguineos en busca de estructuras
compatibles con Anaplasma no proporciona informacion relacionada con diferencias entre
los agentes que afectan a los ovinos, asi mismo estas pruebas tienen poca sensibilidad
debido a la posibilidad de malinterpretar los resultados con eventos de granulacion téxica,
diversas inclusiones citoplasméticas y manchas de artefactos en el portaobjetos
(Schotthoefer et al., 2013).

Técnicas basadas en ADN han sido desarrolladas y validadas para identificacién,
caracterizacién y estudio de este tipo de patdgenos, permitiendo la identificacion del
microorganismo a niveles de deteccion muy por debajo frente a las técnicas microscépicas
comunmente utilizadas (Salih, El Hussein, & Singla, 2015), ya que tienden a tener un mayor
grado de sensibilidad durante la fase aguda de la enfermedad y ofrecen la posibilidad de
detectar co-infecciones cuando se realizan por ejemplo, PCR de tipo multiplex. En
particular, las técnicas moleculares representan una alternativa atractiva frente a la
serologia y el analisis de frotis de sangre para el diagnéstico clinico debido a su capacidad
para detectar y diferenciar entre especies, por lo tanto, en areas donde las distribuciones
de estos organismos pueden superponerse, el uso de esta prueba puede mejorar el tiempo

y precision al diagndstico (Schotthoefer et al., 2013).

Se han realizado varios estudios en diversas partes del mundo para identificar y

caracterizar los organismos Anaplasma que afectan a los ovinos, generado una variedad
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de informacion que ha facilitado la comprension de la epidemiologia molecular de estos
patégenos en otras regiones. Sin embargo, en el pais son escasos los reportes sobre la
presencia de Anaplasma en pequefios rumiantes que ademas no indican la especie
implicada (Avila et al., 2013; Jimenez, Garcia, Angulo, & Gémez, 2013), esto genera una
importante brecha en el conocimiento de esta enfermedad en el pais y hace necesaria la

identificacion de las especies circulantes en la poblacién ovina Colombiana.

El presente estudio se realizdé con el fin de identificar y caracterizar las especies de
Anaplasma presentes en ovinos del municipio de Montelibano, Cérdoba-Colombia, por lo
tanto, proporciona valiosos hallazgos sobre las especies de Anaplasma presentes en esta
poblacién y puede ayudar a la comprension de la epidemiologia de las infecciones por

Anaplasma en ovinos del municipio.






1. Marco Teodrico.

1.1 Generalidades Anaplasmosis

El orden Rickettsiales agrupa a las familias Anaplasmataceae y Rickettsiaceae, dentro de
la primera las especies de Anaplasma spp., Ehrlichia spp., y Neorickettsia spp., son
patdégenos de gran impacto en humanos y animales. En general, los miembros del género
Anaplasma y Ebhrlichia, se replican en vacuolas citoplasméticas de las células
hematopoyéticas del hospedador mamifero y a su vez tienen como vector a las garrapatas
(Aubry & Geale, 2011; Quiroz Romero, Figueroa Castillo, Ibarra Velarde, & Lopez Arellano,
2011)

El género Anaplasma, fue descubierto en 1910 por Sir Arnold Theiler e incluye patégenos
gue afectan la salud humana y animal, generando importantes pérdidas econémicas
(Kocan et al., 2010), no solo por las muertes que ocasionan sino por el deterioro de las
condiciones fisicas de los animales que las padecen, la disminucion de las tasas de
produccién y el aumento de los costos, asociados a el control de las cargas parasitarias o
al tratamiento de animales enfermos (Herrera et al., 2008). Se sabe que las especies de
Anaplasma infectan células sanguineas de una gran variedad de hospederos mamiferos

gue incluyen al ganado bovino, ovino, caprino, rumiantes salvajes y humanos.

El género Anaplasma comprende varias especies entre ellas Anaplasma marginale como

la especie tipica, Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys, Anaplasma marginale
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subespecies centrale (A. centrale), Anaplasma bovis y Anaplasma ovis (Dumler et al.,
2001; OIE, 2015)

1.1.1 Clasificacion Taxondmica

Anaplasma es una bacteria que se clasifican dentro del orden Rickettsiales, familia
Anaplasmataceae, género Anaplasma (Kuttler, 1984). Las especies de Anaplasma se
consideraron en principio protozoos parasitarios, pero la investigacion posterior revel6 que
no poseian atributos que justificaran esta descripcion. Desde la Ultima revision aceptada
de la taxonomia, en 2001, la familia Anaplasmataceae consta ahora de cuatro géneros:
Anaplasma, Ehrlichia, Neorickettsia y Wolbachia(OIE, 2015). Esta nueva designacién se
hizo mediante el analisis filogenético, empleando los genes 16S rRNA, groEL y los genes
de proteinas de superficie que indicaron que las designaciones de taxones existentes eran
defectuosas, por lo tanto, se incluyeron todos los miembros de las familias Ehrlichieae y
Wolbachieae en la familia Anaplasmataceae y se elimind de la estructura de la familia

Rickettsiaceae (Dumler et al., 2001),

Adicionalmente, el género se modificé para incluir a Anaplasma phagocytophilum (antes
Ehrlichia phagocytophilum), Anaplasma bovis (antes Ehrlichia bovis). y Anaplasma platys
(antes Ehrlichia platys), esta nueva clasificacion demando la enmienda de la descripcién
de los miembros de la familia Anaplasmataceae para especificarlos como microorganismos
gue desarrollan la infeccién dentro de vacuolas citoplasmaticas en células del hospedero
gue incluyen eritrocitos, células reticuloendoteliales, células fagociticas derivadas de
médula 6sea, células endoteliales y células de tejidos reproductivos de insectos, helmintos
y artropodos (Dumler et al., 2001). El género Aegyptianella se mantiene dentro de la familia

Anaplasmataceae como género incertae sedis (OIE, 2015).



1.1.2 Morfologia

Los integrantes del género Anaplasma se definen como microorganismos Gram-
Negativos, pequefios, a menudo pleomorficos, cocoides a elipsoidales, no méviles que
residen dentro de vacuolas citoplasméticas, ya sea solos o en forma de inclusiones
compactas presentes en células hematopoyéticas maduras o inmaduras, particularmente
células mieloides y neutrdfilos, incluyendo eritrocitos de hospederos mamiferos (Aubry &
Geale, 2011). Se consideran agentes etiolégicos de enfermedades en diferentes
hospederos mamiferos entre ellos perros, humanos y rumiantes como ganado, cabras,
ovejas ademas de una gran variedad de mamiferos silvestres (Dumler et al., 2001; Quiroz
Romero et al., 2011).

1.1.3 Genoma y proteinas de superficie

Estudios realizados empleando andlisis con enzimas de restriccion y electroforesis en gel
de campo pulsado (PFGE), determinaron que Anaplasma marginale presenta un ADN
circular de entre 1200 y 1250 Kpb y mediante analisis espectral del ADN se encontré un
contenido de G+C de 56 % en moles (Allemans, Kamper, Viseshakul, & Barbet, 1993). Se
han identificado seis genes (msp1a, msp 18, msp2, msp3, msp4 'y msp5) que codifican para
las proteinas principales de superficie, las cuales desempefian un papel crucial en la
interaccion de Anaplasma con las células del hospedero (Kocan, de la Fuente,
Guglielmone, & Melendez, 2003).

Los genes msp1a, msp4 y msp5 son individuales, mientras que msp1B, msp2 y msp3,
pertenecen a familias de multigenes y pueden variar antigénicamente dentro de las cepas
de Anaplasma (Allemans et al., 1993; Kocan et al., 2003). La secuenciacion del genoma
completo de la cepa St. Maries, permitié determinar que la superficie celular esta dominada
por la superfamilia msp2 y la superfamilia mspl (Figura 1-1) que contienen proteinas

inmunodominantes, ademas que el genoma contiene pseudogenes funcionales inusuales
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(pertenecientes a la superfamilia msp2) que desempefian un papel fundamental en la
variacion antigénica del revestimiento superficial (Brayton et al., 2005).

El gen msp7a presenta una sola copia en el genoma que codifica la proteina de superficie
MSP1a, una adhesina para eritrocitos bovinos y células marcadoras que esta regulada
diferencialmente y afecta la infeccion y transmision de A. marginale por garrapatas. Este
gen presenta un alto polimorfismo entre los aislamientos de distintas regiones geograficas,
debido a que posee secuencias de oligonucleétidos repetidas en tandem, lo que ha
permitido que se emplee como marcador genético para la deteccion especifica de diversos
aislamientos (J. de la Fuente, Van Den Bussche, Prado, & Kocan, 2003). Por otro lado, el
gen msp 1B esta formado por una familia de multigenes con por menos cuatro copias en el
genoma, al igual que msp1a este gen presenta secuencias repetidas, aunque de menor
extension y se considera que esta familia de genes es polimérfica entre cepas de diferentes
regiones geograficas (Bowie, de la Fuente, Kocan, Blouin, & Barbet, 2002). EI complejo
proteico MSP1 esta compuesto por un heterodimero de dos moléculas sin relacion
estructural el polipéptido MSP1a, codificado por el gen msp1a y MSP1b codificado por
msp 1B (Battilani, De Arcangeli, Balboni, & Dondi, 2017). MSP1a solo ha sido identificado
en A. marginale a pesar de los intentos de clonar este gen de A. centrale, A. ovis y A.
phagocytophilum (de la Fuente, Lew, et al., 2007). El peso molecular de este polipéptido
es variable entre aislamientos geogréaficos debido a un nimero variable repeticiones en
tandem de aminoacidos en la porcion amino-terminal de la proteina (de la Fuente et al.,
2003; Kocan et al., 2003).

El gen msp2 estéd formado por una familia multigénica en A. marginale, A. centrale y A.
ovis mientras que en A. phagocytophilum esté codificado por un solo gen, msp2 presenta
alta variabilidad principalmente en el extremo 5’ y codifica para la proteina MSP2 que
experimenta variacion y seleccidén antigénica en bovinos y garrapatas, contribuyendo asi
al mantenimiento de infecciones persistentes (Palmer, Abbott, French, & Mcelwain,
1998). El gen msp3 también forma parte de una familia multigénica, cuyas copias se
encuentran distribuidas a través del cromosoma (Palmer, Barbet, Kuttler, & Mcguire,

1986). MSP2 y MSP3 son las proteinas inmunodominantes en A. marginale, la primera



es una proteina de membrana externa detectada en todas las especies de Anaplasmay
es la proteina mejor caracterizada de la superfamilia MSP2. La variacion antigénica de
MSP2 ocurre durante infecciones persistentes en el ganado y garrapatas, permitiéndole
evadir la respuesta inmune y contribuir al mantenimiento de la infeccion, mientras que la
proteina MSP3 codificada por el msp3 varia en propiedades antigénicas y estructurales
entre aislamientos geogréficos de A. marginale (Alleman et al., 1997; Barbet et al., 2001;
Kocan et al., 2003)

Figural-1: Mapa del genoma de Anaplasma marginale cepa St. Maries.

Anaplasma marginale
St. Maries strain

Tomado de Brayton et al., 2005

El gen msp4 se encuentra en una sola copia en el genoma y codifica MSP4 una proteina
de 31 kDa altamente conservada en todas las especies de Anaplasma. Sin embrago su
funcion es desconocida. Los estudios filogenéticos de aislamientos utilizando msp4 y
msp1a proporcionan informacion valiosa sobre la biogeografia y la evolucion de los
genotipos de Anaplasma, sin embargo, los andlisis usando msp7a son de gran utilidad

sblo si se comparan un amplio numero de aislamientos de un &rea geografica
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determinada (José de la Fuente, Atkinson, et al., 2007; Palmer et al., 1986). Finalmente,
el gen msp5 se presenta también en una sola copia dentro del genoma y se ha descrito
gque es un gen altamente conservado entre cepas. La presencia de este gen en todas las
especies de Anaplasma sugiere que es esencial en el ciclo de vida del microorganismo
(Kocan, de la Fuente, Blouin, & Garcia-Garcia, 2004). La proteina MSP5 es una proteina
inmunodominante identificada en A. marginale, A. centrale, A. ovis y A. phagocytophilum,
esta se conserva y es altamente estable en el género Anaplasma, aunque su funcion es

desconocida.

1.2 Epidemiologia.

La anaplasmosis se produce en areas tropicales y subtropicales en todo el mundo,
convirtiéndose en una limitante importante en la produccién de muchos paises, se
considera endémica en Africa, Asia y América Latina, en los Estados Unidos ha sido
reportada en casi todos los estados, siendo enzodtica en los estados del Atlantico Sur, de
la Costa del Golfo y en algunos estados del Oeste ( Kocan et al., 2010). La transmision de
la enfermedad se da de forma biol6gica, mecanica y vertical, estas dependen a su vez de
la presencia de vectores (biol6gicos y mecanicos), la existencia de animales susceptibles
y de condiciones ecolégicas favorables para el desarrollo de la infeccion ( Brayton, 2012;
Kocan et al., 2004).

Se reporta que Anaplasma es transmitida de forma bioldgica por al menos 19 especies de
garrapatas, dentro de las cuales se encuentran garrapatas blandas y duras, principalmente
las del género Rhipicephalus spp., (Incluidas las ex Boophilus), Dermacentor spp., Ixodes
sp. y Hyalomma spp (OIE, 2015). La distribucién geografica de las garrapatas y la variacion
en su poblacion esta determinada por varios factores como el clima, la configuracién del
paisaje y los movimientos de sus hospederos, en los Ultimos afios se ha sugerido que
Rhipicephalus (Boophilus) microplus ha aumentado su distribucion altitudinal, de acuerdo
con el aumento de la temperatura de los ultimos afios y se espera que la distribucion de la
anaplasmosis continle cambiando, como resultado del calentamiento global (Cortés-

vecino, 2011). En Colombia, se han descrito &reas potenciales de distribucién de la
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garrapata en el altiplano cundiboyacense, una regién donde naturalmente no existe
presencia de las mismas, encontrando que la regién nororiental del altiplano presenta
zonas potencialmente éptimas para el establecimiento de esta especie (Pulido-Herrera,
Rudas, Betancourt, Grant, & Vilchez, 2015).

Anaplasma marginale es endémica en todo el mundo en areas tropicales y subtropicales,
generando enfermedad hemolitica de leve a severa, afectando principalmente a los
bovinos, sin embargo, recientemente se ha encontrado en ovejas y cabras (Yousefi et al.,
2017). Ademas se ha reportado en bufalos de agua (Bubalus bubalis), venados de cola
blanca (Odocoileus virginianus), venados de cola negra (Odocoileus hemionus
columbianus),muflén canadiense (Ovis canadensis), Alces de las Montafias Rocosas
(Cervus elaphus nelsoni), gnu negro (Connochaetes gnu), entre otros y se han observado
Anaplasmas sin identificar la especie en Bufalos (Syncerus caffer), jirafas (Giraffa
camelopardalis), Gacelas (Gazella thompsonii) y antilopes (Hippotragus niger), con
evidencia serolégicas de infeccién en una gama aun mas amplia de especies de rumiantes
(Kuttler, 1984).

Anaplasma ovis infecta principalmente ovejas y cabras alrededor del mundo, sin embargo
se ha reportado en rumiantes silvestres, entre ellos el venado bura (Odocoileus hemionus),
el ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus), el alce (Cervus elaphus), el antilope de
pronghorn (Antilocapra americana) y el borrego cimarrén (Ovis canadensis) (José de la
Fuente etal.,, 2006). Este ultimo desarrolla enfermedad clinica cuando se infecta
experimentalmente, sugiriendo que las poblaciones silvestres pueden verse afectadas si
se exponen al patégeno, sin embargo, se desconoce el papel de estos rumiantes en la
epidemiologia de A. ovis (de la Fuente et al., 2006; Kocan et al., 2010). Se consideran que
las garrapatas Rhipicephalus bursa y Dermacentor andersoni son los principales vectores
de la bacteria, sin embargo, Rhipicephalus sanguineus y Melophagus ovinus también

pueden estar involucrados (Hornok et al., 2007).

Por otro lado, Anaplasma marginale subespecies centrale (A. centrale) causa una forma

leve de anaplasmosis en el ganado y se ha usado como vacuna contra A. marginale. A.
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phagocytophilum afecta principalmente humanos, caninos y equinos, produciendo la
anaplasmosis granulocitica humana (HGA), la anaplasmosis granulocitica canina y la
anaplasmosis granulocitica equina, respectivamente, aunque es un patégeno presente en
todo el mundo, parece afectar rumiantes domeésticos y salvajes solamente en Europa
(Aubry & Geale, 2011). A. platys, causa trombocitopenia ciclica en caninos y A. bovis
infecta los leucocitos de rumiantes domésticos y salvajes (Figura 1-2) (Herndon, Palmer,
Shkap, Knowles, & Brayton, 2010; Posada-Zapata et al., 2017).

Figural-2: Hospederos de Anaplasma spp.
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Tomado de Battilani et al, 2017

Factores asociados al hospedero pueden modular la infeccion por Anaplasma, la
existencia de inmunidad previa, la velocidad de transmision y la edad en la que ocurre la
primo-infeccion con el microorganismo, determinan en gran medida el efecto clinico que
causara la infeccibn en el animal. En zonas endémicas, donde la transmisién del

microorganismo presenta un comportamiento dindmico, se genera un estado de equilibrio
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entre el proceso infeccioso y la inmunidad del hospedador, definido como estabilidad
enzodtica (Aubry & Geale, 2011).

En este proceso, los animales se infectan a una edad temprana, sin manifestar signos
clinicos debido a que poseen inmunidad pasiva transferida por la madre, dicha inmunidad
perdura durante un periodo de tiempo y una vez trascurrido este lapso se desarrolla en el
animal una inmunidad adquirida condicionada a la inoculacion de hemoparasitos por la

constante presencia del vector en la zona (Avila et al., 2013).

Por otro lado, en regiones donde la poblacién de garrapatas no es constante debido a la
implementacién de programas de control, el equilibrio enzoético se rompe y no todos los
animales jévenes se infectan durante los primeros meses de vida, generandose asi una
proporcién de la poblacion que es susceptible a la enfermedad, estos individuos pueden
desarrollaran la forma clinica aguda de la enfermedad al tener contacto con el
microorganismo, de este modo la anaplasmosis presenta un comportamiento perioddico que
coincide con los periodos de reproduccion de las garrapatas, dicha situacion se denomina
inestabilidad enzodtica y también ocurre cuando animales adultos susceptibles son
introducidos desde zonas libres de la enfermedad a regiones con una alta poblacién de

vectores donde la enfermedad es endémica (Aubry & Geale, 2011).

1.3 Transmision.

La anaplasmosis puede ser transmitida de forma biol6gica a través de artropodos
hemat6fagos que incluyen varios géneros de garrapatas dentro de los que se destacan
Boophilus spp., y Dermacentor spp. (Zaugg, 1986) o de forma mecénica, en la que se
introducen directamente eritrocitos infectados, ya sea por inoculacién natural por picaduras
de moscas y mosquitos o a través de material quirdrgico contaminado (Aubry & Geale,

2011). Ademas, se ha reportado la transmision vertical de A. marginale, A. centrale y
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Anaplasma ovis durante el segundo y tercer trimestre de gestacion en bovinos y ovinos
(Zaugg, 1987)

La transmision bioldgica es el modo de transmision mas comun en todo el mundo y se
logra fundamentalmente por transferencia de garrapatas infectadas a animales
susceptibles, en este proceso los machos juegan un papel importante como vector; ya que
pueden estar infectados de forma permanente y servir como reservorio para la infecciéon
(OIE, 2015). Se sabe que la especies de Anaplasma son transmitidas por al menos 19
especies de garrapatas, dentro de las cuales se encuentran incluidas las garrapatas
blandas Argas persicus, Ornithodoros lahorensis, y los géneros de garrapatas duras,
Rhipicephalus spp., Dermacentor spp., Ixodes sp. y Hyalomma spp (de la Fuente et al.,
2005).

Figura 1-3: Representacién Grafica de la Transmision Bioldgica
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Después de ingerir eritrocitos infectados, Anaplasma se divide dentro del intestino de la
garrapata y luego migra a la glandula salival, donde se transmiten a los animales no
infectados a través de la saliva después de una picadura de garrapata (Figura 1-3). En
cada sitio de desarrollo en la garrapata se multiplica dentro de inclusiones unidas a las
membranas, llamadas colonias, cada ciclo involucra dos estadios: una forma reticulada o
vegetativa y una forma densa infectiva. En la forma reticulada el organismo se divide por
fision binaria (forma de reproduccion asexual) dentro de las colonias, y posteriormente
estas se condensan para dar lugar al estado denso capaz de sobrevivir fuera de las células
e infectar a otras ( Kocan et al., 2003)

La transmisién también puede ocurrir mecanicamente a través de eritrocitos contaminados
procedentes de agujas contaminadas, sierras de descornado, pinzas nasales, equipos de
tatuaje, dispositivos de marcado de orejas e instrumentos de castraciéon, asi como de
moscas y mosquitos principalmente e los géneros Tabanus, Stomoxys, Culex y Aedes
(Katherine M. Kocan et al., 2010). La transmisién vertical de Anaplasma ocurre cuando la
madre sufre anaplasmosis aguda y los agentes infecciosos cruzan la barrera placentaria e
infectan al feto, este fendmeno probablemente no sucede dentro de los eritrocitos, sino
como una fase extraeritrocitaria del parasito durante el segundo y tercer trimestre de
gestacion en bovinos y ovinos ( Kocan et al., 2003; Zaugg, 1987)

1.4 Cuadro clinico

Los anaplasmosis se caracteriza por producir principalmente anemia e ictericia, sin
embargo, también es frecuente la presentacion de fiebre, pérdida de peso, aborto, letargo,
anorexia, disminucion de la produccién de leche, retraso del crecimiento y muerte (Aubry
& Geale, 2011; Kocan et al., 2010). Las infecciones con Anaplasma causan mortalidades
y morbilidades variables generando una reduccion en el rendimiento productivo del ganado
en regiones tropicales y subtropicales (Kocan et al., 2003) y la gravedad de la enfermedad
se asocia principalmente con el grado de anemia que genera en el animal, caracterizada

por palidez de las membranas mucosas y aumento de la frecuencia cardiaca y respiratoria.
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Luego de la infeccion, los organismos de Anaplasma se multiplican considerablemente
provocando crisis hemoliticas, a partir de entonces, el aumento del nivel de eritrocitos
infectados provoca que se establezcan procesos de fagocitosis dentro de las células
endoteliales, conduciendo a anemia hemolitica e ictericia (Aubry & Geale, 2011). Las
alteraciones hematologicas y bioquimicas son indicadores importantes de la gravedad de
la enfermedad siendo los hallazgos mas comunmente encontrados trombocitopenia,
anemia, aumento en los niveles de enzimas hepéticas y leucopenia con neutropenia
marcada (Stuen et al.,, 2011). La anemia maxima ocurre entre el primero al sexto dia
después de la infeccidn y persiste incluso por 15 dias, en donde se pierden hasta el 75 %

de los eritrocitos.

El periodo de convalecencia en bovinos es de uno a dos meses y esta acompafiado por
aumento en la hematopoyesis, sin embargo, puede presentarse recurrencia de la
enfermedad. Aunque los parametros hematoldgicos regresan a la normalidad el ganado
recuperado puede permanecer infectado persistentemente con bajos niveles de
parasitemia, que fluctdan durante largos periodos de tiempo convirtiéndose en portadores
asintomaticos de la enfermedad ( Kocan et al., 2010), esta forma ademas de presentarse
como secuela de la convalecencia de las infecciones agudas, también puede ser el

resultado de una infeccion inducida con cepas atenuadas (Aubry & Geale, 2011)

1.5 Diagnostico

El diagnéstico de la anaplasmosis es un tema de alto interés en medicina veterinaria, ya
gue debido la dificultad que se tiene para detectar individuos portadores dentro de los
rebafios, es considerada una enfermedad de dificil control, esto debido principalmente a
gue estos animales no presentan signos clinicos y no muestran suficientes cuerpos de
inclusion dentro de los glébulos rojos como para ser detectados por los métodos de
diagnostico tradicional, convirtiéndose en una importante fuente de contaminacion para el

resto de los animales, por esto es indispensable el desarrollo de pruebas diagnosticas que
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permitan identificar de la forma mas eficiente y efectiva posible a los portadores de la
enfermedad (Alessandra & Santo, 2012; de la Fuente, Lew, et al., 2007; Salih et al., 2015).

La técnica Gold Estandar para la deteccion de Anaplasma spp, es la subinoculacion de
sangre de un animal sospechoso en un ternero esplenectomizado que es susceptible a la
infeccion (Coetzee et al., 2006a). Si el donante esta infectado, se observara estructuras
compatibles con Anaplasma al examinar el frotis sanguineo, generalmente dentro 4
semanas, sin embargo, este periodo puede extenderse hasta 8 semanas. Este método es
costoso y plantea problemas de bioética y bienestar animal, ya que los terneros
esplenectomizados se ven seriamente afectados después de subinoculacion de la sangre
y, a menudo, deben ser sometidos a eutanasia (OIE, 2008a). Por estas razones, no es
factible usar la subinoculacién de terneros esplenectomizados como Gold Estandar para
la validacion de pruebas diagnoésticas (Aubry & Geale, 2011).

Por lo tanto, en la actualidad, el diagnéstico de la anaplasmosis se basa en la historia, los
signos clinicos y los hallazgos de la necropsia y la confirmacién se realiza mediante
pruebas de laboratorio, que incluyen el examen microscopico directo, asi como las pruebas
de tipo serolégico y molecular (Aubry & Geale, 2011; Salih et al., 2015; Schotthoefer et al.,
2013).

1.5.1 Examen microscopico directo.

La anaplasmosis aguda se confirma mediante examen microscopico directo preparado a
partir de frotis de sangre u 6rganos, que son tefiidos generalmente con Giemsa,
Romanowski, Write, Azul toluidina o Naranja de Acridina y posteriormente son examinados
al microscopico en busca de estructuras compatibles con el microorganismo. Anaplasma
marginale se observa como un cuerpo denso, de aproximadamente 0,3-1,0 pum de
diametro, redondeado y muy coloreado dentro de los eritrocitos, la mayoria de estos
cuerpos se localizan en el margen del eritrocito o en su proximidad, sin embargo, cuando
el individuo es un animal portador no expresa un elevado nivel de parasitemia como para

ser detectado por la tincion (Futse, Ueti, Knowles, & Palmer, 2003; OIE, 2015).
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La sangre de la yugular u otro gran vaso es apropiada para la realizacion del frotis, ya
gue A. marginale no genera cambios en la membrana celular del eritrocito, que dan como
resultado alteraciones en la forma del mismo y que favorecen su aglutinacion en capilares
como si lo hace Babesia (Schotthoefer et al., 2013; Zheng Li-Yan, 2006). Debido a la
morfologia poco diferencial de Anaplasma, es importante que los frotis sean preparados
por personas con experiencia y que estén libres de sustancias extrafias, ya que puede
confundir el diagnodstico con eventos de granulacion toxica, diversas inclusiones

citoplasmaticas y manchas de artefactos en el portaobjetos (Salih et al., 2015).

1.5.2 Diagnostico serolégico

Las pruebas de tipo seroldgico son de gran utilidad en estudios epidemioldgicos, ya que
permiten caracterizar areas de estabilidad e inestabilidad enzodtica. Varias pruebas
serologicas se usan para detectar anticuerpos especificos que permiten la deteccion de
animales portadores entre ellos las pruebas de fijacion del complemento, de aglutinacién
en tarjeta, de inmunofluorescencia indirecta, y diferentes variantes del ELISA como el
ELISA indirecto (iIELISA), ELISA competitivo (CELISA), y Dot ELISA (Aubry & Geale, 2011;
Salih et al., 2015).

El cELISA basado en anticuerpos monoclonales es especifico para MSP5 y se ha
documentado como una de las pruebas seroldégicas mas sensibles para detectar
Anaplasma en bovinos (de la Fuente et al., 2005), sin embargo, presenta un problema de
reactividad cruzada con las todas especies de Anaplasma spp, por lo tanto, no puede

usarse para identificar la especie involucrada (De Echaide et al., 2005; OIE, 2015)
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1.5.3 Diagnostico molecular

Las técnicas que usan &cidos nucleicos para la deteccion del agente son capaces de
identificar el microorganismo en niveles de infeccion minimos, comparados con las
técnicas microscopicas comunmente utilizadas. Los métodos moleculares incluyen
diferentes variaciones de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa(PCR) como
son las de tipo convencional, anidada y en tiempo real (QPCR), ademas se emplean
ensayos de hibridacion (OIE, 2015). Los genes msp4 y mspla se han utilizado como
marcadores moleculares para la deteccion de aislamientos de Anaplasma, estos
marcadores se han utlizado para distinguir especificamente a A. marginale, A.
phagocytophilum, A. centrale, A. platys, A. ovis y A. bovis (de la Fuente et al., 2002; de la
Fuente, Lew, et al., 2007).

Las principales proteinas de superficie (MSP) juegan un papel crucial en la interaccion de
Anaplasma con células hospedadoras y estan sujetas a presiones selectivas ejercidas por
el sistema inmune del hospedero (de la Fuente et al., 2003; Kocan et al., 2010). Entre ellas
MSP4 es una proteina de membrana externa inmunodominante con ortélogos en todas las
especies de Anaplasma, por ello el gen msp4 es utilizado para estudios filogenéticos que
proporcionan informacion sobre la biogeografia y la evolucion de Anaplasma (de la Fuente,
Atkinson, et al., 2007; de la Fuente et al., 2002)

1.6 Anaplasmosis en Pequeios Rumiantes

La anaplasmosis es una enfermedad de gran interés en pequefios rumiantes ya que es
consideradaun problema importante para la produccion eficiente de ovejas y cabras en
areas tropicales y subtropicales. Los principales géneros de garrapatas que se encuentran
en ovejas y cabras son Hyalomma, Rhipicephalus, Haemaphysalis, Ixodes y raramente
Dermacentor. Los estudios indican que solo las garrapatas Hyalomma transmiten especies

de Theileria, pero las otras transmiten Babesia, Anaplasma y Eperythrozoon, ademas que
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los dos ultimos pueden transmitirse a través de algunas moscas y medios mecanicos
(Hashemi-Fesharki, 1997).

Las ovejas y cabras infectadas con Anaplasma generalmente desarrollan enfermedad leve;
sin embargo, en presencia de coinfecciones o factores de estrés, estos animales pueden
desarrollar una enfermedad clinica severa caracterizada por fiebre, anorexia, depresion,
debilidad, membranas mucosas palidas, menor produccion de leche, tos, disnea, rumen
atonia, aborto y muerte (Alessandra & Santo, 2012; Anyanwu, Iheanacho, & Adogo, 2016;
Renneker et al.,, 2013), e diagnostico de la enfermedad se realiza mediante pruebas
microscopicas, serolégicas y moleculares (Renneker et al., 2013)

En pequefios rumiantes se ha reportado la presencia de varias especies de Anaplasma
incluidas: Anaplasma ovis (Bandehpour, M, 2009; Belkahia et al., 2017; Dahmani et al.,
2017; de la Fuente et al., 2005; Han et al., 2017; Hornok et al., 2007; Lee et al., 2018; Liu
et al., 2012; Salih Mustafa, 2011; Sitotaw et aL, 2012, Regassa, Zeru, & Kahsay; Yang
etal., 2018; Yasini etal.,, 2012; Yousefi etal., 2017; Zhang et al., 2016) Anaplasma
marginale (Yousefi et al., 2017, Jalali et al., 2013, da Silva NB, 2018), Anaplasma bovis
(Liu et al., 2012; Yang et al., 2018; Zhang et al., 2016) y Anaplasma phagocytophilum (Liu
et al., 2012; Yang et al., 2018; Zhang et al., 2016).

La enfermedad en estas especies ha sido reportada principalmente en Africa, sin embargo,
varios estudios evidencian su presencia en Iraq (Ameen, Abdullah, & Abdul-Razaq, 2012;
Salih Mustafa, 2011), China (Ge, Yin, Rikihisa, Pan, & Yin, 2016; Han et al., 2017; Liu et al.,
2012; Yang et al., 2018; Zhang et al., 2016), Iran (Bandehpour, M, 2009; Noaman, 2013;
Yasini etal.,, 2012; Yousefi etal., 2017), Venezuela (Tavares-Marques, Nufiez, Rey-
Valeiron, & Reyna-Bello, 2010), Ghana (Bell-Sakyi, Koney, Dogbey, & Walker, 2004),
Etiopia (Sitotaw et al., 2012), Hungria (Hornok et al., 2007), Portugal (Pereira et al., 2018),
Sudan (Lee et al., 2018), Nigeria (Akinboade, Sadiq, Akinrinmade, Dipeolu, & Nwufor,
1986; Jatau, Abdulganiyu, Lawal, Okubanjo, & Yusuf, 2011), Tunez (Belkahia et al., 2017),
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Turquia (Bilgic et al., 2017), Francia (Dahmani et al., 2017), Sicilia (José de la Fuente et al.,
2005) e Italia (Alessandra & Santo, 2012).

La deteccion y caracterizacion molecular se ha realizado utilizando cebadores especificos
gue apuntan a fragmentos de marcadores genéticos incluyendo el 18S rRNA, 23S rRNA y
16S rRNA, asi como los genes que codifican para las proteinas de superficie principal 1
(mspl), proteina de superficie principal 2 (msp2), proteina de superficie principal 4 (msp4),
proteina de superficie principal 5 (msp5) (Adjou Moumouni et al., 2018; El-Ashker et al.,
2015; Zhang et al., 2016).

1.7 Anaplasmosis en Ovinos de Colombia

En la actualidad, segun cifras de la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién la poblacién mundial de ovinos abarca mas de mil millones
de cabezas y la produccién de carne de oveja estd ampliamente distribuida en todo el
mundo, teniendo que China domina el mercado con una participacién del 24% para el
2013, seguido por Australia y Nueva Zelanda con un 8% y 5% respectivamente, después
se encuentran Sudan y Turquia, el sexto productor mas grande es el Reino Unido, que
representa el 3% de la produccion mundial. EI consumo global de carne de ovino también
esta muy extendido, para el 2013, el mercado ascendié a un estimado de 8,6 millones de
toneladas, lo que sitla per cépita a 1,2 kg, dado que la poblacion mundial ascendio a casi
7,2 mil millones (Colby, 2015)

En Colombia tenemos que la Ovinocultura ha dejado de ser una actividad meramente
artesanal y se ha convertido en una industria que promete y que ha presentado un amplio
crecimiento pecuario en el pais durante los ultimos afios. El ovino es una especie que ha
estado con el campesino durante mucho tiempo y solo hasta ahora se estd empezando a
reconocer su valor comercial y su potencial de mercadeo (Garay & Assmus, 2013). Las

ovejas y cabras tienen una importante funcion social para la poblacién rural y comunidades
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indigenas del pais, ya que proporcionan alimento, ofrecen medios para el mantenimiento
cultural y econémico, debido a acciones publico-privadas adelantadas en los ultimos afios,
se ha convertido en un sector con grandes posibilidades para suplir mercados altamente
rentables, sin embargo, la mayoria de los sistemas productivos en el pais aln mantienen
las tradiciones ancestrales en cuanto a crianza de ovinos, lo que genera un aumento en
los factores de riesgo para la transmision de enfermedades infecciones dentro del rebafio,
a futuro se esperaria la implementacién de buenas practicas de manejo que permitan

tecnificar el sistema y mejorar el estatus sanitario de la poblacion.

Actualmente se estima que la ovinocultura y la caprinocultura generan cerca de 160.000
empleos directos en Colombia, produciendo cerca de 20.000 toneladas en promedio al afio
de carne, de las cuales el 43% corresponde a ovinos y el 57% restante a caprinos, sin
embargo, la Organizacion de Cadena Productiva Ovino-Caprina de Colombia espera que
para el largo plazo, el sector sea un renglon lider en la economia del pais, que permitira el
desarrollo sustentable de la poblacion rural, ofreciendo productos de excelente calidad y
consolidando el sector exportador como un eslabén importante dentro de la cadena, todo
esto debido a la implementacién de varios programas a nivel nacional que buscan

incentivar ampliamente la produccion ovi-caprina(Espinal & Covaleda,2006).

La incidencia de enfermedades transmitidas por artrépodos estd aumentando en todo el
mundo, desafiando el enfoque hacia el diagnéstico, el tratamiento y las opciones de control
ya que son enfermedades que siguen siendo desconocidas para los veterinarios de campo,
debido a su ubicacion tropical, Colombia ofrece condiciones ambientales favorables para
la multiplicacion de artropodos vectores importantes de hemoparasitos, causantes entre
otras, de una gran variedad de enfermedades rickettsiales entre ellas la anaplasmosis,
segun el Censo Pecuario Nacional del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), la
poblacién ovina en Colombia para el 2017 abarca un total de 1°449.705 ejemplares ovinos,
de los cuales el 72,61% se encuentran distribuidos en los departamentos de La Guajira
(44,27%), Magdalena (7,41 %), Boyaca (7,30 %), Cesar (6,97 %) y Cordoba (6,66 %), la
mayoria de ellos ubicados biogeograficamente en condiciones de trépico bajo (Instituto

Colombiano Agropecuario, 2017).
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La informacion epidemiolégica sobre Anaplasmosis en el pais se ha centrado en la
poblacion bovina principalmente, siendo el departamento de Cérdoba uno de los
epicentros de informacién sobre el tema en el pais, reportandose por ejemplo que durante
los afios 2000 a 2005 la prevalencia Anaplasma sp fue de 64.6% en las regiones del Bajo
Cauca Antioguefio y Cérdoba ademas, varios estudios realizados sefialan que A.
marginale es el hemoparasito mas frecuente en ésta zona, encontrdndose prevalencias

hasta del 80.5% en zonas ganaderas de Cérdoba (Herrera et al., 2008).

En pequefios rumiantes, la informacion se limita a los boletines epidemioldgicos emitidos
por el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), sin embrago, solo hasta el 2012 se incluy6
la poblacion ovi-caprina como un item en la discriminacién de Condiciones patologicas
diagnosticada por especie, lo que implica que, para los afios anteriores no se cuenta con
un registro de eventos de interés en el pais. Entre los afios 2012 y 2014, se reporto la
presencia en el pais de hemoparasitos en ovinos y caprinos, teniendo para el 2014 el
reporte de 3 predios ovinos afectados por Anaplasmay 1 predio que reporta hemoparasitos
sin determinar el agente especifico (ICA, 2014), para el 2013 se presentaron 13 predios
ovinos afectados por Anaplasma (ICA, 2013) y para el 2012 se reportan 7 predios para

Anaplasma y 3 para hemoparasitos en pequefios rumiantes (ICA, 2012).

Adicional a lo anterior en pequefios rumiantes solo se reportan dos estudio sobre la
prevalencia de Anaplasma en el pais, el primero realizado en Antioquia en el 2011 que
buscaba determinar la infecciéon por hemoparasitos en pequefios rumiantes (Avila et al.,
2013). Se evaluaron 95 animales de diferentes razas y edades y se emplearon dos
métodos de diagndstico directo parasitolégico, encontrando una prevalencia del 73,7%
para Anaplasma spp., sin embrago, no se observaron animales sintomaticos y el nivel de
parasitemia fue inferior al 1%. También se observo que los animales menores de 9 meses
de edad presentaron 69,2% de infeccién y el 64,3% de la poblacién positiva a este
hemoparasito correspondié a hembras gestantes y lactantes por lo que se establecié una
asociacion entre la infeccion por Anaplasma spp. y estado fisiol6gico de los animales y el
segundo realizado en Cabras de Santander, en donde se encontr6 mediante PCR de gen
msp5 una prevalencia de 7,1% y 4% por observacion directa para Anaplasma spp (Jimenez
et al., 2013).
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2. Materiales y Métodos

2.1. Area de estudio.

El estudio se realiz6 en el Municipio de Montelibano, que se encuentra ubicado en el
extremo suroriental del departamento de Cérdoba, sobre la margen derecha del rio San
Jorge (Figura.1-4). La temperatura promedio es de 28 °C y el &rea urbana se encuentra en
la zona de bosque humedo tropical (bh-T), con una superficie de 1.897 km se ubica entre
7°58'16” latitud Norte y 75°25°05” latitud Oeste.

Figural-4: Ubicacion del municipio de Montelibano, Cérdobat

1Localizacién de Montelibano en Cérdoba (Colombia) By Shadowxfox [CC BY-SA 3.0
(https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0)], from Wikimedia Commons



25

2.2.Poblacién de estudio.

El tamafio de la muestra se calculé teniendo en cuenta que segun el Censo Agropecuario
Nacional emitido por el Instituto Colombiano Agropecuario la poblacién de ovinos para el
2017 en el municipio de Montelibano fue de 3.249 ejemplares, empleando la ecuacién 1-1
se obtuvo como n muestral un total de 133 ovinos, sin embargo, el nimero de muestras se
increment6 en un 25% considerando un margen de error asociado a pérdidas durante la
recoleccién, transporte y/o procesamiento, para un total final de 167 muestras. En el
muestreo se incluyeron de forma aleatoria animales machos y hembras entre los 3 meses
y los 2 afios de razas Africana (Sudan, Etiope y Abisinio), Katahdin, Dorper, Pelibuey,
Cruces y otras.
N.ZZ.P.(1-P)

N = e N-D+zZP.(1-P) (1-1)

Donde:

N= 3.249 ovinos, poblacién de ovinos del municipio.
Za=1,96 a un nivel de confianza del 95%

e= 5%, margen de error admitido

P=10%, prevalencia esperada.

El tamafo de la muestra obtenido fue de 133 ovinos

2.3. Muestreo

Se recolectaron muestras de sangre en tubos vacutainer con anticoagulante mediante
venopuncién de la vena yugular, de acuerdo con el protocolo de toma de muestra de
sangre en la especie ovina del Centro de Investigacion Desarrollo y Extensién Ovino
(CIDTEO) y se mantuvieron a 4 °C hasta la llegada al laboratorio de Control Genético en
Salud Animal del Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia. La sangre
fue utilizada en la preparacion de frotis de sangre para el examen microscopico y en la
extraccion de ADN para el analisis molecular. Adicionalmente se tomaron datos de sexo,

edad y raza de cada uno de los animales.



26 DETECCION MOLECULAR DE ANAPLASMA SP EN OVINOS DEL MUNICIPIO DE
MONTELIBANO DEPARTAMENTO DE CORDOBA-COLOMBIA

2.4. Examen Microscoépico Directo.

Los frotis sanguineos se realizaron mediante el extendido de una gota de sangre sobre
una ldmina portaobjetos, la cual fue secada al aire y posteriormente fijada con metanol
durante 5 minutos, posteriormente los frotis fueron tefiidos con Giemsa en una dilucion de
10% durante 30 minutos. Las laminas fueron examinadas a 100X para determinar la
presencia de estructuras compatibles con Anaplasma por microscopia. Los frotis de sangre
se registraron como negativos después de analizar 100 campos.

2.5. Extraccion de ADN

El ADN gendmico fue extraido de muestras de sangre con EDTA utilizando el estuche
comercial Wizard (R) para purificacion de ADN gendmico (Promega, Cat No. A1125)
siguiendo las recomendaciones del fabricante como se explica a continuacion. Inicialmente
se tomaron 300 ul de volumen de muestra y se agregaron 900 ul de solucion de lisis celular
a un tubo de microcentrifuga estéril de 1.5 ml. Luego se mezcl6 por inversion 5-6 veces
hasta que se homogenizo el contenido, después se incubo durante 10 minutos a
temperatura ambiente para lisar los gldbulos rojos. Posteriormente se centrifugo a 16,000
x g durante 20 segundos a temperatura ambiente. Una vez terminado se retir6 y descarto
la mayor cantidad posible de sobrenadante sin perturbar el sedimento blanco visible. A
continuacién, se dio Vortex al tubo vigorosamente hasta que los glébulos blancos se
resuspendieron (10-15 segundos) y se agregaron 300u de solucién de lisis. Luego de
pipeteo la solucién 5-6 veces para lisar los glébulos blancos y se agregaron 1.5ul de
solucion de RNasa. Se mezcld por inversién 5 veces y se incubo a 37°C durante 60
minutos. Después se agregaron 100pl de solucion de precipitacion de proteinas y se dio
Vortex vigorosamente durante 10-20 segundos, se centrifugo a 16,000 x g durante 3
minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se transfirié el sobrenadante a un tubo
de microcentrifuga limpio de 1.5 ml que contenia 300ul de isopropanol, se mezclo
suavemente la solucion por inversiéon hasta que las hebras blancas de ADN formaron una

masa visible y se centrifugo a 16,000 x g durante 1 minuto, en este punto el ADN fue visible
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como un pequefio punto blanco en el fondo del tubo. Se descartd el sobrenadante y se
agregaron 300yl de etanol al 70% a temperatura ambiente y se centrifugo nuevamente a
16,000 x g durante 1 minuto. Se descart6 el sobrenadante obtenido y se invirtié el tubo
sobre papel absorbente dejando secar el pellet durante toda la noche. EL ADN de cada
muestra se eluy6 en 50 ul de agua ultrapura y se incubaron a 65 °C durante 1 hora. Las
muestras se cuantificaron en un Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc, Wilmington,
EE. UU.) y luego se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

2.6. Amplificacién del ADN

Para los estudios moleculares se utilizd una analisis inicial mediante PCR convencional
para la deteccion el gen msp4 de Anaplasma spp, aquellas muestras que resultaron
positivas se tipificaron por especie también mediante la deteccion de gen msp4 de
Anaplasma marginale y Anaplasma ovis, los primers empleados en cada ensayo se
detallan en la tabla 1-1. Para la deteccion inicial se emplearon como volumen final de
reaccion 15 pL que contenian 30-60 ng de ADN gendémico, 10X PCR Buffer (Invitrogen™,
Carlsbad, CA), 1,5 mM MgCI2, 0,2 mM de dNTPs y 0.5 uM de cada primery 0.25 U de Taq
Polimerasa (Invitrogen™, Carlsbad, CA). Las condiciones de la PCR fueron: una
denaturacién inicial de 95°C por 5 minutos y 30 ciclos de 94°C por 30 segundos,
alineamiento a 55°C por 30 segundos, extension a 72°C durante 45 segundos y una

extension final a 72°C por 5 minutos.

Las muestras que resultaron positivas fueron empleadas para la posterior deteccioén de A
marginale y A ovis, empleando para cada reaccion 15 uL como volumen final que contenian
30-60 ng de ADN gendmico, 10X PCR Buffer (Invitrogen™, Carlsbad, CA), 2 mM MgCl2,
0,2 mM de dNTPs, 0.4 uM de cada primer y 0.25 U de Taq Polimerasa (Invitrogen™,
Carlsbad, CA). Los perfiles térmicos empleados fueron: una denaturacion inicial de 95°C
por 5 minutos y 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, alineamiento a 60°C para A marginale
y a 62°c para A ovis por 30 segundos, extension a 72°C durante 30 segundos y una

extension final a 72°C por 5 minutos. Para cada corrida se emple6 como control negativo
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agua ultrapura libre de RNasas, DNasas y pirdgenos y como control positivo se emple6
DNA de Anaplasma marginale y Anaplasma ovis suministrado por la Universidad de
Washington. Los productos amplificados fueron analizados en geles de agarosa al 1,5%
para Anaplasma spp y 2% para A. marginale y A. ovis en TBE 0,5X (100 mM Tris, 90 mM
Borato, 2,5mM EDTA; pH 8,0) tefiidos con SYBR Safe (ThermoFisher, Cat. S33102). Los
geles se corrieron durante 60 min a 80 V y los productos fueron visualizados en un
transiluminador (Safe Imager™ 2.0 Blue Light Transiluminador). Los tamafios de banda
fueron establecidos mediante comparacion con un patron de peso molecular de 1000 pb.
(Thermo Scientific, Cat. 15628019).

Blanco Gen Secuencia Nucleétidos Tamafio Referencia.
Amplicon

Anaplasma sp AnaspFw: (Bandehpour,
TTGTTTACAGGGGGCCTGTC 831 bp M, 2009)
AnaspRyv:
GAACAGGAATCTTGCTCCAAG

Anaplasma AmargFw: 344 bp
marginale msp4 CTGAAGGGGGAGTAATGGG

AmargRyv:

GGTAATAGCTGCCAGAGATTCC (Torina et al.,

Anaplasma ovis AovisFw: 347 bp 2012)

TGAAGGGAGCGGGGTCATGGG

AovisRv:
GAGTAATTGCAGCCAGGGACTCT

Tabla 1-1: Primers empleados en la amplificaciéon de Anaplasma spp.

2.7. Secuenciacion

Los productos positivos en la amplificacion fueron purificados a partir de gel de agarosa al
1,5% empleando el kit de Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research, Cat D4008)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se seleccionaron aleatoriamente los fragmentos
purificados de 10 muestras y fueron secuenciados unidireccionalmente empleando BigDye
Terminator de ABI, los resultados se analizaron con un analizador genético Applied
Biosystems 3500 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) segun las recomendaciones del
fabricante. Las secuencias obtenidas fueron editadas y se compararon con las secuencias

depositadas en GenBank usando BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
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posteriormente fueron alineadas usando MUSCLE en MEGA7.0 (Kumar, Stecher, and
Tamura 2015).

2.8. Analisis filogenético

El arbol filogenético se construy6 a partir de la longitud parcial de la secuencia de los
nucleétidos del gen msp4 de Anaplasma marginale, usando MEGA7.0 basados en el
método de Neighbor Joining y bootstrap de 1000 réplicas (Saitou N and Nei M, 1987). En
la construccion de los arboles se incluyeron secuencias de Anaplasma marginale
provenientes de ovinos, bovinos y animales silvestres reportadas en el GenBank, asi
mismo se incluyeron cepas de Anaplasma ovis Anaplasma centrale y Anaplasma

phagocytophilum.

2.9. Analisis Estadistico

Se elabord una base de datos en Excel 2016, donde se consigné informaciéon de las
variables de los ovinos evaluados y los resultados obtenidos. Se utilizd estadistica
descriptiva para observar la distribucion de la poblacion y de los resultados obtenidos en

cada prueba.

Asi mismo se utilizé estadistica no paramétrica (prueba de Chi-cuadrado) usando el
software estadistico SPSS V21.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) para determinar la
relaciéon entre la positividad a la PCR para Anaplasma spp y variables como sexo (Machos
y hembras), edad (menores a 18 meses y mayores a 18 meses) y raza (criollos e
introducidos) de los animales. Las diferencias estadisticamente significativas se

determinaron usando el valor p<0.05.



30 DETECCION MOLECULAR DE ANAPLASMA SP EN OVINOS DEL MUNICIPIO DE
MONTELIBANO DEPARTAMENTO DE CORDOBA-COLOMBIA

3. Resultados

3.1 Muestreo.

Durante mes de Septiembre del afio 2017 se muestrearon 167 ovinos del Municipio de
Montelibano, Cérdoba a los cuales se les realizo examen clinico basico encontrando que
todos eran animales clinicamente sanos. Del total de ovinos, el 15,6% (26/167) fueron
machos y el 84,4% (141/167) hembras. La edad de los animales fue clasificada en cuatro
grupos etarios: grupo |, animales entre 0 y 12 meses, grupo Il, animales entre 13 y 18
meses, grupo lll, animales entre 19 y 24 meses y grupo IV animales mayores de 36 meses
de edad. De acuerdo con esto, el 33,5% (56/167) de ovinos pertenecen al grupo |, el 10,2%
(17/167) al grupo 11, el 9,6% (16/167) al grupo Il y 46,7% (78/167) al grupo IV (Figura 1-5)

Figura 1-5: Distribucién por edad y sexo de los ovinos muestreados
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Los ovinos muestreados pertenecian a 6 razas distribuidas de la siguiente manera,
Africana (56%), Katahdin (7%), Dorper (5%), Pelibuey (6%), Cruces (25%) y otras (1%).
(Figura 1-6).

Figura 1-6: Distribucién por raza de los ovinos muestreados.

Distribucidon por raza

(93) @ Africana
(9) @ Dorper
(11} @ Katahdin
(10) @ Pelibuey
(42} W Cruces
) w Otras

Para determinar la presencia de Anaplasma spp., en muestras sanguineas de 167 ovinos
muestreados se utilizaron dos técnicas de diagndstico: Microscopia de frotis sanguineo y
PCR. En la tabla 1-2 se exponen los resultados obtenidos con las dos técnicas, donde el
9,58% (16/167) de animales fueron positivas por Microscopia de frotis sanguineo y el 35,33
(59/167) fueron positivas por PCR.

Prueba Resultado No. Animales %
Frotis Negativo 151 90,42
Positivo 16 9,58
PCR Negativo 108 64,67
Positivo 59 35,33

Tabla 1-2: Resultados obtenidos con Microscopia de frotis sanguineo y PCR

Nuestros resultados mostraron que las estructuras similares a Anaplasma solo pudieron
ser detectados en el 27.1% (16/59) del total de muestras de sangre positivas mediante la
técnica de PCR, esto debido probablemente a la baja cantidad de eritrocitos infectados con
Anaplasma y/o a la dificultad para diferenciar entre el microorganismo y estructuras como
cuerpos de Heinz, cuerpos de Howell-Jolly o artefactos de tincion, a menudo observados
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en frotis de sangre tefidos con Giemsa (Schotthoefer et al., 2013). Es importante
mencionar que todas las muestras positivas mediante frotis de sangre también se
determinaron como positivas por PCR. Falta mencionar si algunas muestras por PCR

fueron negativas por el frotis, que creo que asi fue.

3.2 Examen Microscopico Directo

Mediante la tincion Giemsa realizadas en frotis sanguineo se considerdé como positivas a
Anaplasma aquellas muestras que presentaban corplsculos puntiformes dentro de los
glébulos rojos, como se observa en la Figura 1-7. El analisis por microscopia de frotis
sanguineo mostro que el 9,58% (16/167) de las muestras fueron positivos para cuerpos de
inclusion compatibles con Anaplasma spp, sin lograr identificar la especie involucrada.

Figura 1-7: Microscopia de frotis sanguineo con tincién Giemsa 100X.?
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La distribucién de Anaplasma en los ovinos positivos a través de la microscopia de frotis
sanguineo, segun sexo, edad y raza se exponen en la Figura 1-8. Encontrando con
respecto al sexo que el 8,5% (12/141) de las hembras y el 15,4% (4/26) de machos fueron
positivos. De acuerdo con la edad encontramos que el 21,4% (12/56) y 25% (4/16) de los

2 Microscopia de frotis sanguineo con tincién Giemsa 100X, donde se evidencia la presencia de
corpusculos puntiformes dentro de los globulos rojos(Flechas)



33

animales del grupo etario | y Il respectivamente fueron positivos, mientras que el gripo Il y
IV no presentaron animales con cuerpos de inclusion compatibles con Anaplasma. En
cuanto a la raza de los ovinos podemos observar que el 11,8% (11/93) de los animales de
raza Africana fueron positivos, asi como el 11,9% (5/42) de los Cruces también lo fueron,

sin embargo, el resto de las razas estudiadas resultaron negativas a la técnica.

Figura 1-8: Distribucién de resultados obtenidos mediante Microscopia Directa
(A: Sexo; B: Edad; C: Raza).
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3.3 Analisis Molecular

Los analisis de tipo molecular evidenciaron que un total de 59 muestras analizadas para el
gen msp4 resultaron positivas para Anaplasma spp, (Figura 1-9), obteniendo amplificados
de 831 pb, este resultado corresponde al 35,33% de la poblacion estudiada. De las 59
muestras positivas pata Anaplasma spp, se encontr6 que el 100%(59/59) correspondieron
a Anaplasma marginale (Figura 1-10), con amplificados de 344 pb para el gen msp4. Por
otro lado, no se pudo demostrar la presencia de Anaplasma ovis en las muestras
analizadas (Figural-11).

Figura 1-9: Amplificacién del gen msp4 de Anaplasma spp?®

3 Productos de PCR del gen msp4 de Anaplasma spp, producto de amplificacion de 831 pb.
Carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb. Carriles 2-6: muestras negativas, Carriles 7-11: Muestras
positivas. Carril: 11: Control negativo, Carril 12-13: Control Positivo A. marginale y A. ovis respectivamente
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Figura 1-10: Amplificacion del gen msp4 de Anaplasma marginale.*
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Figura 1-11: Amplificacién del gen msp4 de Anaplasma ovis.®

9 10 11 12 13 14

1000pb

4 Productos de PCR del gen msp4 de Anaplasma marginale, producto de amplificacién de344 pb.

Carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb. Carriles 2-11: muestras positivas, Carril 12: Control negativo
Agua Ultrapura, Carril 13: Control Positivo A. marginale, Carril 14: Control Negativo A. ovis.

5 Productos de PCR del gen msp4 de Anaplasma ovis, producto de amplificacién de347 pb.

Carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb. Carriles 2-11: muestras negativas, Carril 12: Control negativo
Agua Ultrapura, Carril 13: Control Positivo A. ovis, Carril 14: Control Negativo A. marginale
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Con respecto al sexo se observa que el 37,6% (53/141) de ovinos hembras y el 23,1%
(6/26) machos resultaron positivos, segun la edad tenemos que el 30,4% (17/56) de ovinos
del Grupo | fueron positivos, el 43,6% (34/78) del Grupo IV, el 23,5% (4/17) del Grupo Il y
el 25% (4/16) en el grupo lll, segun. De acuerdo a la raza tenemos que de los animales de
raza Africana el 32.3% (30/93) fueron positivos, el 22,22% (2/9) de Dorper, el 72.7% (8/11)
de Katahdin, el 40% (4/10) de Pelibuey y el 35,7% (15/42) de los cruces, mientras que las

otras razas no presentaron animales positivos (Figura 1-12).

Figura 1-12: Distribucién de resultados obtenidos mediante PCR
(A: Sexo; B: Edad; C: Raza).
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3.4 Analisis Filogenético

Los productos de PCR de 10 muestras positivas se purificaron y se sometieron a analisis
de secuencia y BLASTn para la identificacion del ADN gendmico de los microorganismos,
encontrando que los 10 aislamientos fueron muy similares entre si. El analisis filogenético
de las secuencias del gen msp4 (Figura 3-7), encontr6 que todas los aislamientos del
presente estudio se ubicaron en el clluster correspondiente a cepas de Anaplasma
marginale, aisladas tanto en bovinos y ovinos como en rumiantes silvestres de diferentes
lugares del mundo, encontrdndose claramente separadas de los clUster que recogen cepas
de Anaplasma ovis (KU525122.1, KU525131.1, KU525126.1, EU925811.1, KY659323.1,
KY659324.1, JQ621902.1, KX579070.1, KY091899.1, JF714148.1 y MF740823.1),
Anaplasma centrale(AF428090.1, KY305621.1, KY305615.1, KY305619.1) y Anaplasma
phagocytophilum (FJ469650.1, FJ469653.1, FJ469650.1 y KM205441.1) especificamente.
Ademas, se observd que las cepas aisladas en Colombia se situaron a su vez en dos

cluster diferentes dentro de las correspondientes a Anaplasma marginale.

Anaplasma marginale Isolate 010 se encontraba en el mismo clado con varias cepas de
América Latina como Anaplasma marginale Isolate Argentina (AF428086.1), Anaplasma
marginale Isolate Venezuela (AY737009.1), Anaplasma marginale Isolate Brazil
(AY283196.1), Anaplasma marginale Isolate México (AF428083.1) provenientes de
Bovinos (etiquetadas con un cuadro morado). En el mismo cllster se encontraron también
cepas aisladas en Asia y Europa principalmente, dentro de ellos se encuentran Anaplasma
marginale Isolate Bovine Turkey (MF377453.1), Anaplasma marginale Isolate China
(DQ336607.1), Anaplasma marginale Isolate Switzerland (AY851150.1), Anaplasma
marginale Isolate Bovine Benin (KX685366.1) y Anaplasma marginale Isolate Goat China
(JN572928.1), este ultimo aislado en cabras. Es importante destacar que en este clado
también se agruparon aislamientos provenientes de bovinos (KY362504.1), pequefios
rumiantes (KR871283.1) y ovinos (KR871286.1, KR871287.1) (etiquetadas con un cuadro

rojo).
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Figural-13: Andlisis filogenético del gen msp4 de Anaplasma marginale. ®
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6 Arbol filogenético del gen msp4 generado por el método de usando el software MEGAY. El arbol se construyé
con secuencias representativas de Anaplasma marginale, Anaplasma ovis, Anaplasma centrale y Anaplasma
phagocytophilum Los aislamientos del presente estudio estan etiquetadas con cuadrados azul
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Mientras que los 8 asilamientos restantes y el control positivo empleado (Anaplasma
marginale Isolate 068, Anaplasma marginale Isolate 066, Anaplasma marginale Isolate
058, Anaplasma marginale Isolate 057, Anaplasma marginale Isolate 024, Anaplasma
marginale Isolate 023, Anaplasma marginale Isolate 016, Anaplasma marginale Isolate
013, Anaplasma marginale Isolate 006: etiquetadas con un cuadro azul) y Anaplasma
marginale Control (etiguetada con un cuadro verde) se ubicaron junto a cepas de
Anaplasma marginale reportadas en bovinos principalmente, es importante mencionar que
la mayoria de ellas provienen de Norte América como Anaplasma marginale Isolate Idaho
(AY010250.), Anaplasma marginale Isolate Saint Maries (AY010249.1), Anaplasma
marginale Isolate California (AY010248.1) (etiquetadas con un cuadro azul marino). En
este cluster también parecen aislamientos de Bovinos de Europa y Asia, como Anaplasma
marginale Isolate Bovine Italy (KF739433.1), Anaplasma marginale Isolate Bovine India
(KU497715.1), Anaplasma marginale Isolate Bovine Hungary (EF190508.1) y Anaplasma
marginale Anaplasma marginale Isolate Cervus elaphus Portugal (LC126848.1),

destacando que este Ultimo pertenece a un aislamiento en una especie silvestre.

3.5 Analisis Estadistico.

Mediante el andlisis estadistico no se encontraron diferencias significativas entre las
variables evaluadas (sexo, edad, raza) y el resultado a la PCR para Anaplasma spp, los

datos obtenidos se muestran en la tabla 1-3.

Variable Positivos Negativos p-value

Sexo Hembra 53 88 0.1549
Macho 6 20

Edad <18 meses 21 51 0.1469
>18 meses 38 57

Raza Criollos 45 90 0.2676
Introducidos 14 18

Tablal-3: Resultados obtenidos en el andlisis estadistico.
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4. Discusion

Para determinar la presencia de Anaplasma se muestrearon 167 ovinos, de los cuales se
recopilé informacién de edad, sexo y raza. Para realizar el diagndstico se utilizaron dos
técnicas: microscopia de frotis sanguineo y PCR, determinando la prevalencia con cada

técnica y obteniendo a su vez datos segun la edad, sexo y raza de los ovinos.

La microscopia de frotis sanguineo con tincién de Giemsa es el método mas comun para
identificar Anaplasma en animales con infeccion clinica, esta técnica permite diagnosticar
principalmente a los animales en fase aguda (OIE, 2015), sin embargo, cuando el animal
estd en la fase crénica no expresa un elevado nivel de bacteriemia como para ser
detectado por la tincion. En el estado de portador es dificil la observacion de los
organismos en un frotis sanguineo, por lo que se hace necesario el empleo de técnicas
mas precisas y sensibles, tales como PCR (Aubry & Geale, 2011). En los frotis, Anaplasma
marginale aparece dentro de los glébulos rojos como cuerpos densos y redondeados de
0.3-1.0 um de diametro, la mayor parte de ellos situados en la zona marginal del glébulo

rojo o en su proximidad (OIE, 2015).

Mediante la tincion de Giemsa realizada en frotis sanguineo se consider6 como positivas
aquellas muestras que presentaban corpusculos puntiformes en la periferia de los glébulos
rojos, determinando que de 167 animales el 9,58% (16/167) fueron positivos, en Colombia,

son limitados los datos sobre prevalencia de Anaplasma en ovinos, sin embargo, un
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estudio realizado en el 2013 en el departamento de Antioquia se encontré un 73,7% de
prevalencia para Anaplasma spp., en ovinos y caprinos (Avila et al., 2013), para el mismo
afio se reporta una prevalencia del 4% en caprinos de Santander(Jiménez et al., 2013),
ambos datos obtenidos mediante microcopia directa. La variacion en los datos obtenidos
en los trabajos realizados en el pais estan en concordancia con lo encontrado en estudios
realizados en diferentes partes del mundo, encontrando por ejemplo que en Iraq la
prevalencia fue de 4,8% (Salih Mustafa, 2011),en Iran del 22,3% (Bandehpour, M, 2009) y
en Nigeria donde se reporto el 27% de prevalencia en ovinos (Akinboade et al., 1986).

La PCR es una técnica molecular de alta sensibilidad y especificidad. La amplificacion del
ADN de la bacteria tiene ventajas sobre otros métodos para la deteccién en animales
persistentemente infectados con A. marginale porque es dificil de detectar por los métodos
de diagndstico convencionales cuando el animal tiene bajos niveles de parasitemia (Salih
et al., 2015). La utilizaciéon del PCR en el diagnéstico de Anaplasma permite avances
significativos no solo en el diagnéstico de la enfermedad sino también abre la puerta al
desarrollo de estudios eco-epidemiol6gicos que permitan entender mejor la dindmica de la
enfermedad (Schotthoefer et al., 2013).

El analisis molecular mediante PCR realizado en el presente estudio mostro que la
prevalencia de anaplasmosis en los ovinos muestreados fue del 35,33% (59/167), que
correspondié en su totalidad a la especie Anaplasma marginale. Esta especie es frecuente
en los bovinos y los datos sobre su identificacién en pequefios rumiantes es escasa, en
Colombia se reporta solo un estudio de tipo molecular para la evaluacion de Anaplasma
en caprinos, realizado en el departamento de Santander en el que se reportd que el 7,1%
de la poblacion evaluada fue positiva a Anaplasma, mediante diagnostico por PCR para el
gen mspb5, sin embargo no se determindé la especie involucrada (Jimenez et al., 2013). En
Brasil recientemente se llevé a cabo la identificacion de Anaplasma marginale en cabras,
encontrando una prevalencia del 2,73% mediante PCR para el gen msp4 (da Silva NB,
2018). En poblaciones ovinas especificamente solo se reportan a dos estudios realizados
en Iran, en donde se encontraron prevalencias del 0.54% (Yousefi et al., 2017) y 43,7%

(Jalali, et al., 2013) de positividad para Anaplasma marginale, la variacion en los resultados
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obtenidos podria deberse a diferencias geograficas y climéticas, el papel de diferentes
vectores y la metodologia empleada en las investigaciones (Herrera et al., 2008). En el
presente estudio, ninguna de las muestras fue positiva para A. ovis basado en la
amplificacién del gen msp4, sin embargo, es posible que se necesiten mas estudios para

definir la prevalencia de la infeccion por esta especie en la poblacién ovina de Colombia.

El analisis de secuencia basado en el gen msp4 de Anaplasma marginale, se usé para
inferir las relaciones filogenéticas entre aislamientos obtenidos y los reportados tanto en
ovinos, bovinos y rumiantes silvestres alrededor del mundo, entre ellas cepas aisladas
Argentina, Brasil, México, Venezuela y Estados Unidos, ademas se incluyeron tres taxones
externos (A. centrale, A. ovis y A phagocytophilum). Los resultados indicaron la presencia
de dos genotipos de Anaplasma marginale en la poblacion evaluada, uno que se
encuentra en el mismo clado con varias cepas de América Latina (AF428086.1,
AY737009.1, AY283196.1, AF428083.1) provenientes de Bovinos, mientras que el
segundo se ubicaron junto a cepas de Anaplasma marginale provenientes de Norte
América (AY010250, AY010249.1, AY010248.1). Estos datos son consistentes con lo
encontrado por de la Fuente et al., 2002, ya que mediante el analisis del gen msp4 en
aislamientos bovinos de Anaplasma marginale encontr6 una distribucién similar a la
observada en nuestro estudio, en donde se evidenciaba la presencia de un clado
latinoamericano que incluia cepas de México y América del Sur, mientras que los
aislamientos provenientes de Estados Unidos se agruparon en dos clados uno
denominado del sur en donde se encuentran aislados de Florida, Mississippi y Virginia y
otro denominado del oeste central con aislados de California, ldaho, lllinois, Oklahoma y
Texas, entre ellos la cepa St. Maries todas ellas aisladas de bovinos (José de la Fuente
et al., 2002).

En cuanto a la presencia de los dos genotipos de Anaplasma marginale en la poblacion
estudiada, se tienen que un estudio realizado por Palmer et al. (2004), encontré 11 cepas
Unicas presentes en un mismo rebafio y cinco animales con dos cepas de A. marginale

con genotipos marcadamente distintos, indicando que la sobreinfeccion puede ocurrir con
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distintos genotipos A. marginale bovinos (Palmer et al., 2004), estos hallazgos sugieren
gue eventos de transmision independientes por movimientos de ganado infectado en lugar
de movimiento del vector podrian explicar la presencia de diferentes genotipos de A.

marginale en un mismo rebafio de un area endémica (José de la Fuente et al., 2003).

Se obtuvieron 16 ovinos diagnosticados como positivos para A. marginale por microscopia
directa como por PCR (27.1%), estos animales probablemente presentaban altos niveles
de la bacteria en sangre, de tal forma que pudieron ser visualizados al microscopio,
mientras que 43 de las muestras resultaron positivas por PCR y negativas a la microscopia,
esto podria deberse a que estos ovinos presentaron porcentajes muy bajos de glébulos
rojos infectados para poder ser detectados, es importante mencionar que mediante el
analisis de los frotis sanguineos no fue posible determinar la especie involucrada,
situaciones similares se reportan en la literatura, por ejemplo el estudio realizado por Jalali
et al, 2013, en ovinos de Irdn determino que el andlisis de frotis sanguineo solo detecto el
38.4% de los individuos que detecto la técnica de PCR (Jalali, et al., 2013), mientras que
Schotthoefer et al., 2013, encontré una deteccion del 56% de los individuos positivos en
un estudio realizado en Estados Unidos (Schotthoefer et al., 2013), en ambos casos sin la
posibilidad de identificar la especie encontrada, por ello el uso de pruebas de diagndstico
basadas en técnicas de tipo molecular representan una alternativa atractiva frente a la
serologia y el examen microscopico directo, debido a su capacidad para detectar y
diferenciar entre especies, por lo tanto, en &reas donde las distribuciones de estos
organismos pueden superponerse, el uso de esta prueba puede mejorar el tiempo y
precision al diagndstico (Schotthoefer et al., 2013).

En cuanto al andlisis estadistico no se encontraron diferencias significativas entre
resultado a la PCR para Anaplasma spp y variables como raza, edad y sexo de los ovinos
evaluados, esta situacion coincide por lo encontrado por Yousefi et al., 2017 y Jalali, et al.,
2013 en estudios realizados también en ovejas de Iran, lo que sugiere que estos factores

no predisponen o determinan la presencia o ausencia de la enfermedad en los ovinos.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

La prevalencia de anaplasmosis en los ovinos muestreados en el municipio de

Montelibano, Cérdoba por microscopia y PCR fue de 9,6% y 35,3 % respectivamente.

El presente estudio es el primer informe de base molecular de la presencia de Anaplasma
marginale en ovinos en Colombia; sin embrago, no fue posible determinar la presencia de

Anaplasma ovis en la poblacion de estudio.

No se detectaron diferencias significativas entre los resultados obtenidos en la PCR para
Anaplasma spp y las variables evaluadas (edad, sexo, raza), por lo cual se podria sugerir
gue estos factores no predisponen o determinan la presencia o ausencia de la enfermedad

en los ovinos.

Se confirmé por medido del andlisis filogenético que los aislamientos evaluados
pertenecen a la especie Anaplasma marginale, encontrando dos genotipos relacionados
biogeograficamente con aislamientos provenientes de América Latina y Estados Unidos

respectivamente.

Nuestros resultados sugieren que la PCR usando como blanco el gen msp4 podria ser un
método Util para la deteccion de A. marginale en ovejas, ya que detectd mayor positividad

en los animales analizados con respecto a la prueba de microscopia.
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda el desarrollo de estudios sobre epidemiologia molecular de la enfermedad
en importantes areas de produccion ovina en Colombia, como son los departamentos de
La Guajira, Magdalena, Boyaca y Cesar, ademas de ampliar el alcance a los demas

municipios de Cérdoba.

Se requieren estudios adicionales que determinen la presencia de otras especies de
Anaplasma en la poblacion ovina del pais y que permitan dilucidar la ecoepidemiologia y
capacidad de los agentes aislados de causar enfermedades en los ovinos.

Adicionalmente, se sugiere el desarrollo de investigaciones que permitan entender el papel
gue las ovejas desempefian en el ciclo natural de la anaplasmosis bovina en el ecosistema
del bajo trépico Colombiano, teniendo en cuenta que los sistemas de manejo de tipo mixto

son bastante frecuentes en nuestro pais.
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6. Anexos

Anexo 1. Tablaresumen resultados.

ID Edad Sexo Raza Microscopia PCR PCR PCR
Anaplasma  Anaplasma  Anaplasma
spp marginale ovis

1 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
2 <12 Macho Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
3 >24 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
4 >24 Hembra Cruces Negativo Positivo Positivo Negativo
5 >24 Hembra Cruces Negativo Positivo Positivo Negativo
6 >24 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
7 13-18 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
8 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
9 13-18 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
10 13-18 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
11 13-18 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
12 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
13 19-24  Hembra Africana Positivo Positivo Positivo Negativo
14 >24 Hembra Cruces Negativo Positivo Positivo Negativo
15 19-24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
16 <12 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
17 <12 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
18 <12 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
19 <12 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
20 <12 Macho Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
21 <12 Macho Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
22 <12 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo




51

23 <12 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
24 <12 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
25 <12 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
26 <12 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
27 <12 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
28 <12 Macho Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
29 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
30 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
31 >24 Macho Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
32 19-24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
33 19-24 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
34 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
35 13-18 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
36 <12 Macho Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
37 13-18 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
38 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
39 13-18 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
40 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
41 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
42 19-24  Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
43 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
44 19-24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
45 13-18 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
46 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
47 19-24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
48 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
49 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
50 >24 Macho Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
51 >24 Hembra Pelibuey Negativo Positivo Positivo Negativo
52 >24 Hembra Pelibuey Negativo Negativo Negativo Negativo
53 >24 Hembra Pelibuey Negativo Negativo Negativo Negativo
54 >24 Hembra Pelibuey Negativo Negativo Negativo Negativo
55 >24 Hembra Pelibuey Negativo Positivo Positivo Negativo
56 >24 Macho Pelibuey Negativo Negativo Negativo Negativo
57 >24 Hembra Katahdin Negativo Positivo Positivo Negativo
58 >24 Hembra Pelibuey Negativo Positivo Positivo Negativo
59 >24 Hembra Pelibuey Negativo Positivo Positivo Negativo
60 >24 Hembra Katahdin Negativo Positivo Positivo Negativo
61 >24 Hembra Katahdin Negativo Positivo Positivo Negativo




DETECCION MOLECULAR DE ANAPLASMA SP EN OVINOS DEL MUNICIPIO DE
MONTELIBANO DEPARTAMENTO DE CORDOBA-COLOMBIA

62 >24 Hembra Katahdin Negativo Positivo Positivo Negativo
63 >24 Macho Katahdin Negativo Negativo Negativo Negativo
64 >24 Hembra Katahdin Negativo Positivo Positivo Negativo
65 >24 Hembra Katahdin Negativo Negativo Negativo Negativo
66 >24 Hembra Katahdin Negativo Positivo Positivo Negativo
67 >24 Hembra Katahdin Negativo Positivo Positivo Negativo
68 >24 Hembra Katahdin Negativo Positivo Positivo Negativo
69 >24 Macho Katahdin Negativo Negativo Negativo Negativo
70 >24 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
71 <12 Hembra Africana Positivo Positivo Positivo Negativo
72 >24 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
73 13-18 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
74 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
75 <12 Hembra Africana Positivo Positivo Positivo Negativo
76 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
77 >24 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
78 <12 Hembra Africana Positivo Positivo Positivo Negativo
79 19-24  Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
80 13-18 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
81 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
82 >24 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
83 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
84 >24 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
85 13-18 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
86 >24 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
87 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
88 19-24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
89 13-18 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
920 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
91 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
92 <12 Macho Africana Positivo Positivo Positivo Negativo
93 >24 Macho Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
94 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
95 >24 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
96 >24 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
97 <12 Macho Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
98 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
99 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
100 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
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101 >24 Hembra Pelibuey Negativo Negativo Negativo Negativo
102 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
103 19-24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
104 >24 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
105 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
106 19-24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
107 >24 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
108 <12 Macho Africana Positivo Positivo Positivo Negativo
109 <12 Hembra Africana Positivo Positivo Positivo Negativo
110 <12 Hembra Africana Positivo Positivo Positivo Negativo
111 13-18 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
112 13-18 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
113 <12 Hembra Africana Positivo Positivo Positivo Negativo
114 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
115 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
116 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
117 <12 Hembra Africana Positivo Positivo Positivo Negativo
118 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
119 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
120 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
121 <12 Macho Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
122 <12 Macho Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
123 <12 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
124 <12 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
125 <12 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
126 <12 Macho Cruces Positivo Positivo Positivo Negativo
127 <12 Hembra Cruces Positivo Positivo Positivo Negativo
128 <12 Macho Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
129 <12 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
130 <12 Hembra Cruces Negativo Positivo Positivo Negativo
131 <12 Hembra Cruces Negativo Positivo Positivo Negativo
132 <12 Hembra Cruces Negativo Positivo Positivo Negativo
133 <12 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
134 19-24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
135 <12 Hembra Africana Positivo Positivo Positivo Negativo
136 19-24 Macho Cruces Positivo Positivo Positivo Negativo
137 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
138 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
139 19-24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
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140 13-18 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
141 13-18 Macho Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
142 >24 Macho Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
143 >24 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
144 >24 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
145 19-24 Hembra Cruces Positivo Positivo Positivo Negativo
146 13-18 Hembra Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
147 >24 Macho Cruces Negativo Negativo Negativo Negativo
148 >24 Hembra Cruces Negativo Positivo Positivo Negativo
149 >24 Hembra Cruces Negativo Positivo Positivo Negativo
150 >24 Hembra Cruces Negativo Positivo Positivo Negativo
151 19-24 Hembra Cruces Positivo Positivo Positivo Negativo
152 >24 Hembra Cruces Negativo Positivo Positivo Negativo
153 >24 Macho Dorper Negativo Negativo Negativo Negativo
154 >24 Hembra Otras Negativo Negativo Negativo Negativo
155 >24 Hembra Africana Negativo Positivo Positivo Negativo
156 >24 Macho Otras Negativo Negativo Negativo Negativo
157 <12 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
158 >24 Macho Dorper Negativo Negativo Negativo Negativo
159 >24 Hembra Africana Negativo Negativo Negativo Negativo
160 >24 Hembra Dorper Negativo Negativo Negativo Negativo
161 >24 Hembra Dorper Negativo Negativo Negativo Negativo
162 >24 Macho Dorper Negativo Negativo Negativo Negativo
163 >24 Hembra Dorper Negativo Negativo Negativo Negativo
164 >24 Hembra Dorper Negativo Positivo Positivo Negativo
165 >24 Hembra Pelibuey Negativo Negativo Negativo Negativo
166 >24 Hembra Dorper Negativo Negativo Negativo Negativo
167 >24 Hembra Dorper Negativo Positivo Positivo Negativo
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