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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la seroprevalencia de Anaplasma marginale
en una muestra probabilistica representativa, de los predios de las 3 principales islas (Isabela,
Santa Cruz y San Cristdbal) de la provincia de Galapagos-Ecuador, mediante el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) indirecto basado en la proteina principal de
superficie 5 recombinante (rMSP5). Las muestras de suero fueron obtenidas de 184 bovinos de
33 predios de las islas. La seroprevalencia general de anaplasmosis fue de 64.1% y por isla fue
de 67.4%, 64.1% y 60.9% en lsabela, Santa Cruz y San Cristobal, respectivamente. Los
resultados indican que la exposicion de los bovinos a A. marginale es comudn en los predios
ganaderos de las islas Galapagos y la situacion de inestabilidad enzootica probablemente se
debe al inadecuado control de los vectores.

Palabras claves: Anaplasma marginale, seroprevalencia, garrapatas, MSP5, Galapagos.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine the seroprevalence of Anaplasma marginale in
a representative probability sample of cattle farms of the 3 main islands(Isabela, Santa Cruz
and San Cristobal) of the province of Galapagos-Ecuador by the recombinant truncated MSP5
(rMSP5) enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Serum samples were obtained from
184 cattle from 33 herds of the islands. The overall seroprevalence was 64.1% and by island
was 67.4%, 64.1% y 60.9% in Isabela, Santa Cruz y San Cristobal, respectively. The results
indicated that exposure of cattle to A. marginale is common in cattle herds of Galapagos
Islands and endemic instability situation probably is due to inadequate vector control.

Keywords: Anaplasma marginale, seroprevalence, ticks, MSP5, Galapagos.
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INTRODUCCION

Anaplasma marginale, es una bacteria intraeritrocitaria del orden Rickettsiales, familia
Anaplasmataceae (Ashuma et al., 2013) responsable de producir la anaplasmosis bovina, que
constituye una de las enfermedades transmitidas por garrapatas mas prevalentes y costosas en
la ganaderia mundial (Suarez y Noh, 2011); no solamente por las pérdidas econémicas debido
a la mortalidad, disminucion en la produccion de leche y carne, y el costo de las medidas de
control, sino también por el impacto en el comercio internacional de ganado (Center for Food
Security and Public Health [CFSPH], 2008). En América Latina, se estima que esta
enfermedad causa pérdidas econdémicas que rodean los USD 875 millones por afio (Kocan et
al., 2003).

De acuerdo a Brayton et al. (2009), Anaplasma marginale es el patégeno transmitido
por garrapatas de mayor prevalencia en bovinos a nivel mundial, siendo endémico en regiones
de Norte, Sur y Centro América, asi como en Africa, Asia y Australia, especialmente en las
areas tropicales y subtropicales (Kocan et al., 2010). El principal mecanismo de transmision
de esta enfermedad es a través de vectores, especificamente en Estados Unidos las garrapatas
implicadas son Dermacentor variabilis, D. andersoni y D. alpicitus, mientras que
Rhipicephalus (Boophilus) microplus y R. annulatus son los principales vectores en las
regiones tropicales y subtropicales (De Clercq et al., 2015; Aubry & Geale, 2011; Kocan et
al., 2004). Adicionalmente, la transmision mecanica sucede por insectos hemat6fagos como
Stomoxys calcitrans, Haematobia irritans y Tabanus spp. (Kocan et al., 2003). De forma
latrogénica, la anaplasmosis se puede transmitir mediante fomites contaminados con sangre
(Asuman et al., 2013) o instrumentos quirdrgicos no esterilizados (Organizacion Mundial de

Sanidad Animal [OIE], 2004), durante los procesos de descorne, tatuado, areteado y castracion
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(Kocan et al., 2010). Por otro lado, Barbosa et al.(2014) demostraron mediante analisis
moleculares que existe la transmision transplacentaria de A. marginale, por lo que establecen
que esta via puede contribuir a la epidemiologia de la anaplasmosis en areas endemicas.

Adicionalmente, esta bacteria forma parte del complejo de enfermedades conocido
como fiebre bovina por garrapatas, que incluye letargia, anorexia marcada, disminucién en la
produccién de leche, tos, distrés respiratorio, abortos, mortinatos y reduccion en la calidad del
semen (CFSPH, 2013). Este microorganismo se caracteriza por infectar exclusivamente a los
eritrocitos de hospedadores vertebrados causando una enfermedad clinica aguda (Suarez y
Noh, 2011). Otra caracteristica de esta enfermedad, es que a pesar de que los animales se
recuperan de la infeccién primaria, permanecen como portadores persistentes y continGan
jugando un papel clave en la epidemiologia de la enfermedad, porque sirven como reservorios
de infeccion para otras garrapatas y para la introduccion de anaplasmosis a nuevas regiones
(Bilgig et al., 2013).

Actualmente, la anaplasmosis es considerada una zoonosis emergente (Doudier et al.,
2010). Cabe mencionar gue aungue los humanos no son reservorios naturales, pueden actuar
como hospedadores intermediarios accidentales (Holler et al., 2013). La anaplasmosis humana
predominantemente es causada por Anaplasma phagocytophilum (Ghafar y Amer, 2012). A
través de vigilancia seroldgica se ha identificado que entre el 15 al 36% de las poblaciones en
areas endémicas en el mundo han estado expuestas a A. phagocytophilum (CFSPH, 2013). En
contraste, A. marginale es una bacteria con hospedador especifico, por lo que infecta solo a
rumiantes y causa principalmente enfermedad en el ganado bovino (Kocan et al., 2010).

Las especies silvestres infectadas con Anaplasma spp. representan un factor

potencialmente importante en la epidemiologia y dispersion de anaplasmosis, ya que al ser
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hospedadores reservorio pueden servir como una fuente para la diseminacion mecanica por
distintas rutas y para la transmision bioldgica por garrapatas (Kocan et al., 2010). Entre las
especies silvestres que han sido infectadas con Anaplasma marginale se encuentran el bufalo
de agua (Bubalus bubalis), bisonte americano (Bison bison), venado de cola blanca
(Odocoileus wirginianus), ciervo mulo (Odocoileus hemionus hemionus), venado de cola
negra (Odocoileus hemionus columbianus) y ciervo de las Montafias Rocosas (Cervus elaphus
nelsoni); (Kuttler, 1984; Zaugg et al., 1996).

En ciertas regiones geogréaficas, A. marginale coexiste con otros hemoparasitos como
Babesia bovis y Theileria annulata y su diagnostico enfocado principalmente en el examen
clinico no determina el patdgeno especifico ya que en estas enfermedades se presentan signos
clinicos comunes (Bilgic et al., 2013). EI método tradicional mas adecuado para identificar
Anaplasma spp. en animales infectados en la etapa aguda, es el examen microscopico de frotis
fino de sangre tefiido (OIE, 2004). Sin embargo, este método es poco sensible para la
deteccion de casos crénicos, porque tienen un nivel de bacteriemia muy bajo (Yabsley &
Shock, 2013; Terkawi et al., 2012). Por esta razon, los ensayos serologicos se emplean
comunmente para estudios epidemioldgicos de la anaplasmosis bovina (Oliveira et al., 2011).
Entre las pruebas seroldgicas, la de preferencia es el ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA) debido a que ofrece mayor sensibilidad, objetividad y capacidad de
adaptacion para trabajar con mayor cantidad de sueros que cualquiera de las pruebas
serologicas existentes (Araujo et al., 1998). Se reporta que el ELISA basado en la proteina
mayor de superficie 5 de A. marginale (rMSP-5) posee una sensibilidad de 96.9% y una

especificidad de 100% (Araujo et al., 2004). Por otra lado, las pruebas moleculares como la
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reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) multiple se ha utilizado para detectar A. marginale
junto a otros patdgenos en un solo procedimiento (Bilgic et al., 2013).

Existe poca informacion de la prevalencia de anaplasmosis en bovinos en Ecuador y
aunque de manera extraoficial se ha reportado la presencia de sus vectores y signos clinicos
compatibles con la enfermedad (Vinueza, 2013), se desconoce si existe la presencia de
anaplasmosis bovina en las Islas Galapagos. Ademas, es importante conocer si la anaplasmosis
estd presente en las Islas Galapagos debido a que la produccion ganadera es un componente
integral del sistema de produccion agricola y tiene un rol imperativo en el desarrollo de la
economia de un pais, asi como en la seguridad nutricional y en el desarrollo socio-econémico
de pequefios y medianos ganaderos (Vasanthachar et al., 2014).

De acuerdo al censo agropecuario del Instituto Nacional de Estadisitca y Censos
(INEC) realizado en el afio 2000, la ganaderia de manera directa o indirecta abarcaba entre el
70 al 80% de la zona agropecuaria de Galapagos (Chiriboga, Maignan & Fonseca, 2006).
Especificamente, la actividad ganadera se concentra en las 4 islas pobladas, siendo Santa Cruz
el centro de produccion lechera del Archipiélago (Chiriboga, Maignan & Fonseca, 2006), que
segun la Agencia de Regulacion y Control para la Bioseguridad y Cuarentena para Galapagos
(ABG) (comunicacion personal, 17 de julio 2014) posee aproximadamente 6862 cabezas de
ganado, seguida por San Cristobal con 1551 e lIsabela con 1498 bovinos. Por su parte,
Floreana tiene una menor cantidad de ganado y la mayoria de sus predios se encuentran en
areas de Parque Nacional (Chiriboga, Maignan & Fonseca, 2006).

Por lo mencionado anteriormente se propone la siguiente hipotesis:

1. Existe la presencia de anticuerpos contra Anaplasma marginale en bovinos de la islas

Isabela, Santa Cruz y San Cristobal.
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Para evaluar esta hipotesis se establecieron los siguientes objetivos:
Objetivo general
Determinar la seroprevalencia de anticuerpos contra Anaplasma marginale en bovinos

de las Islas Isabela, Santa Cruz y San Cristébal, Galapagos - Ecuador.

Obijetivos especificos
I. Establecer la presencia/ausencia de anticuerpos contra Anaplasma marginale mediante
el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

I. Calcular los valores de prevalencia aparente obtenidos en cada isla.
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REVISION DE LITERATURA
Definicion

Anaplasmosis es una enfermedad infecciosa aguda o cronica, no contagiosa, del
ganado (Kuttler & Todorovic, 1973) transmitida por garrapatas, causada por una rickettsia
intraeritrocitaria obligada, Anaplasma marginale (A. marginale). En principio, las especies de
Anaplasma fueron reconocidas como paréasitos protozoos debido a la ausencia de una pared
celular tradicional e incapacidad de sintetizar lipopolisacarido y peptidoglicano (Brayton et
al., 2005), ademas no tienen la cromatina organizada en un nucleo con membrana limitante, ni
reticulo endoplasmico (Rodriguez et al., 2003). Sin embargo, desde el afio 1957, A. marginale
se encuentra clasificada dentro de la familia Anaplasmataceae del orden Rickettsiales
(Ashuma et al., 2013; Hornok et al., 2012, Oliveira et al., 2011; OIE, 2004), perteneciente al
genogrupo Il de las Ehrlichias y se caracteriza por parasitar los eritrocitos maduros de los
bovinos (Corona & Martinez, 2011; OIE, 2004).

Esta bacteria es responsable de importantes pérdidas econdémicas en la industria
ganadera debido a sus efectos directos como mortalidad, reduccion en la produccion de leche
y carne, ademas de los efectos indirectos relacionados con la aplicacion de medidas para su
control (Barros et al., 2005), principalmente en areas tropicales y subtropicales del mundo
donde es endémica (Oliveira et al., 2011; Kocan et al., 2010). La enfermedad aguda se
manifiesta con anemia, pérdida de peso y la muerte del animal (Brayton et al., 2005).

El género Anaplasma incluye tres especies que infectan a rumiantes: A. marginale, A.
centrale y A. ovis (Dumler et al., 2001). La anaplasmosis bovina es causada principalmente
por A. marginale y A. centrale. Esta Ultima es menos patégena para el ganado y de hecho se la

ha utilizado como vacuna viva en Israel, Australia, Africa y Sudamérica (Kocan et al., 2010).
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La infeccion con organismos menos patogenos puede, en ocasiones, causar la enfermedad
clinica. Por su parte, A. ovis es un parasito de ovinos y no establece infeccion persistente en

los bovinos (Kocan et al., 2010).

Historia

En el afio 1893, Smith y Kilborne describieron un cuerpo bien pigmentado, pequefio,
de forma cocoide, en el margen de eritrocitos y lo consideraron como una fase del ciclo de
vida de Babesia bigemina. No fue hasta el afio 1910, que Sir Arnold Theiler reconoci6 estos
cuerpos marginales en eritrocitos tefiidos de bovinos enfermos en Sudéafrica (Kocan et al.,
2010), como el agente causal de una enfermedad totalmente separada, a la cual denominé
anaplasmosis (Kuttler & Todorovic, 1973). Theiler consideré a este organismo como un
nacleo carente de protoplasma, por lo que lo llamé Anaplasma (Kuttler & Todorovic, 1973).
Después de este reporte, la anaplasmosis fue reconocida como una enfermedad de rumiantes
en zonas tropicales, subtropicales y temperadas del Viejo Mundo (Ashuma et al., 2013).

Ademas Theiler determind correctamente que la babesiosis y anaplasmosis eran
enfermedades separadas, que a menudo coexisten en un mismo animal y logrd producir
infecciones primarias con A. marginale (Kocan et al., 2010). La enfermedad fue reconocida
por primera vez en Estados Unidos en el afio 1926 por Darlington, quien report6 que el ganado
del sureste de Kansas presentaba una enfermedad febril y concluyé que se trataba de
anaplasmosis (Kocan et al., 2010). No se conoce la fecha aproximada ni la ruta de ingreso y
diseminacion de anaplasmosis en América Central y del Sur (De Clercq et al., 2015).

Otros nombres con los que se conoce a la anaplasmosis bovina son enfermedad de la

vesicula biliar, ranilla blanca y tristeza de los bovinos (Yanez, 2013).
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Etiologia

Los organismos del orden Rickettsiales fueron reclasificados con base en el analisis
genético de los genes 16S rARN, groESL y genes de proteinas de superficie y fueron
asignados a una de las dos familias: Anaplasmataceae o Rickettsiaceae (Dumler et al., 2001).
A diferencia de los organismos de la familia Rickettsiaceae, que son bacterias intracelulares
obligadas que crecen libremente en el citoplasma de las células eucariotas, los organismos de
la familia Anaplasmataceae, que también son parésitos intracelulares obligados, se
caracterizan por encontrarse exclusivamente en vacuolas definidas con membranas dentro del
citoplasma de las células del hospedador (Kocan et al., 2010). Ademas, los organismos de la
familia Anaplasmataceae se multiplican tanto en vertebrados como invertebrados (Kocan et
al., 2010).

La taxonomia de A. marginale, agente causal de anaplasmosis bovina, es la siguiente:
Pertenece al Genogrupo Il de las Ehrlichias
Super Reino: Bacteria
Clase: Proteobacteria
Subclase: Alfa
Orden: Rickettsiales
Familia: Anaplasmataceae
Género: Anaplasma

Especie: A. marginale (CFSPH, 2013; Rivera, 2012).
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Distribucion geografica

La anaplasmosis esta presente en América del Norte y del Sur, Africa, el Caribe, Rusia,
paises europeos que bordean al Mediterraneo y en Medio y Lejano Oriente (Bilgic et al.,
2013). De acuerdo a Kocan et al. (2010), la enfermedad ha sido reportada en casi todos los
estados de Estados Unidos y es endémica en México, América Central y del Sur y en las islas
del Caribe (Kocan et al., 2010). De acuerdo a la OIE (2004), A. marginale ha sido
identificada en la mayoria de paises tropicales y subtropicales, al igual que en algunas

regiones templadas alrededor del mundo.

Morfologia

El cuerpo intraeritrocitario de A. marginale mide entre 0.3 a 1.0 um de diametro, es
pequefio, cocoide, azul oscuro o pdrpura (si se utiliza la tincion Giemsa), localizado en el
margen del eritrocito (Kuttler & Todorovic, 1973) (llustracién 1). Se ha demostrado que
cuerpos grandes de Anaplasma tienen varias unidades mas pequefias consideradas como
cuerpos iniciales (Kuttler & Todorovic, 1973). De acuerdo a Rodriguez et al. (2003), este
microorganismo forma cuerpos de inclusion mediante fision binaria que pueden llegar a

contener entre seis a ocho cuerpos iniciales.
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.h

llustracion 1. Eritrocitos infectados con Anaplasma marginale (flechas) tefiidos con
colorante de Giemsa. A partir de Ashuma et al., 2013.

Genoma

Brayton et al. (2005) reportaron que el genoma de la cepa St. Maries de A. marginale
contiene 1.2 millones de bases (Mb) de &cido desoxirribonucleico (ADN). De las 949
secuencias codificadas, 62 se determinaron como proteinas de la membrana externa, y de
estas, 49 pertenecen a las superfamilias de proteinas principales de superficie mspl y msp2
(Brayton et al., 2005). Las proteinas principales de superficie (MSPs, por sus siglas en
inglés) de A. marginale estan relacionadas con las interacciones del parasito tanto con el
hospedador vertebrado como con el invertebrado (Kocan et al., 2010; Brayton et al., 2005;
Kocan et al., 2003) e incluyen proteinas de adhesion y MSPs de familias multigénicas que
sufren variaciones antigénicas, lo que contribuye al mantenimiento de infecciones

persistentes (Kocan et al., 2010). La causa de que estos genes evolucionen mas rapido es
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probablemente debido a que estan sujetos a la presion selectiva ejercida por dos diferente
sistemas inmunes de los hospedadores (Kocan et al., 2010).

Estas MPSs son utiles para comparar las cepas de A. marginale en distintas regiones
del mundo y pueden proveer informacién sobre la evolucion de las relaciones entre el
hospedador-patégeno y vector-patogeno (Kocan et al., 2010). La diversidad de cepas
geograficas basadas en su genotipo, composicion antigénica, morfologia y capacidad de
infectar a garrapatas, se debe probablemente al extenso movimiento de ganado, lo que
ocasion6 la introduccién de mdaltiples cepas en regiones geograficas contribuyendo a la
diversidad genética que se presenta en A. marginale (Kocan et al., 2010).

Corona et al. (2001) indican que se han identificado seis MSPs en la membrana celular

de A. marginale, denominadas MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4 y la MSP5.

MSP1

Es un dimero formado por dos polipéptidos, MSP1a y MSP1b codificados por un gen
de una sola copia msplo y por la familia polimorfica de genes msplf, respectivamente
(Bilgic et al., 2013). EI fragmento variable de la proteina estd expuesto en la membrana de la
bacteria y se ha comprobado que interactta en la unién con un receptor no identificado en los
eritrocitos de los bovinos y con células de ciertas garrapatas (McGarey & Allred, 1994;
Garcia et al., 2004), por lo que se considera que MSP1 tiene un papel importante en la
inmunidad del animal y en el ciclo dentro de la garrapata (Ocampo et al., 2008). Esta
proteina se ha utilizado como un marcador para caracterizar la diversidad genética y para

identificar geograficamente las cepas de A. marginale (Silva, Santana & Fonseca, 2014), se
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han encontrado alrededor de 131 cepas en América, Europa, Asia, Africa y Australia (de la

Fuente et al., 2007b).

MSP2

Esta proteina junto con MSP3 estadn asociadas a la evasion del sistema inmune y
establecimiento de la infeccion persistente mediante un mecanismo de variaciéon antigénica
(Suérez & Noh, 2011). Ambas proteinas tienen una region hipervariable ubicada en la
membrana exterior y fueron consideradas como posibles blancos para la vacunacion (Suarez &
Noh, 2001). Sin embargo, Abbott et al. (2005) demostraron que inmunizar a los bovinos con
una amplia diversidad de variantes nativas de MSP2 purificadas no logro6 brindar proteccion al
ganado expuesto a una cepa de A. marginale con una MSP2 con las mismas variantes del
antigeno. Por lo que actualmente se busca identificar antigenos subdominantes ya que tienden

a ser menos variables (Suarez & Noh, 2011).

MSP3

Esta codificada por una familia multigénica donde la variacién del gen msp3 expresada
se genera por recombinacion usando pseudogenes msp3 (Meeus et al., 2003) y ha demostrado
ser inmunodominante en las infecciones natural y experimental (Rivera, 2012). De acuerdo a
McGuire et al. (1991) la deteccion de anticuerpos contra la MSP3 identifica el estado de
portador en el ganado. No obstante, Alleman & Barbet (1996) sugieren que la MSP3 no es un
candidato adecuado para ser utilizado en pruebas diagnosticas como antigeno recombinante,
debido a que presenta reacciones cruzadas con A. ovis y algunas especies de Ehrlichia, aparte

de que tiene una amplia variabilidad entre los diferentes aislados.
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Descubrir como estas familias multigénicas, msp2 y msp3, estan reguladas y son capaces
de emplear la variacion antigénica para evadir el sistema inmune es un paso fundamental para

entender la infeccidn persistente en los hospedadores vertebrados (Meeus et al., 2003).

MSP4

Es codificada por un Gnico gen msp4, por lo que es una proteina que se conserva en
todas las cepas geograficas de A. marginale (Rivera, 2012). No es consideraba apta para la
inmunizacion de animales, debido a que pocos sueros de animales infectados se identifican
(Ocampo et al., 2008). Vidotto et al. (2006) sugieren que las secuencias de aminoécidos del
gen msp4 se deberian utilizar para la identificacion filogenética de las cepas de A. marginale
y puede que se convierta en una herramienta fundamental para la epidemiologia y control de la

enfermedad.

MSP5

Esta proteina es codificada por el gen msp5, que tiene solamente una copia en el
genoma, altamente conservada entre todas las especies de Anaplasma y aislados de A.
marginale estudiados (Corona et al., 2009). La MSP5 tiene una estructura poco compleja,
igualmente conservada e induce altos titulos de anticuerpos (Knowles et al., 1996). Por lo
tanto se considera como la candidata 6ptima para el diagndstico de anaplasmosis (Corona et

al., 2009) en bovinos y en garrapatas infectadas (Knowles et al., 1996).
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Mecanismos de transmision
Anaplasma marginale puede transmitirse a través de mecanismos bioldgicos,

mecanicos, iatrogénicos y transplacentarios.

Transmisién bioldgica

Las garrapatas transmiten una gran variedad de microorganismos patogenos, mas que
cualquier otro grupo de vectores artrépodos y representan uno de los mas importantes vectores
de enfermedades que afectan a los bovinos (Ameen, Abdullah & Abdul-Razaq, 2012). Las
garrapatas son acaros artropodos (Ojeda et al., 2011) responsables de varias pérdidas dentro de
la produccién ganadera y directamente al adherirse al hospedador, le inyectan toxinas, causan
pérdida de sangre, estrés, heridas, irritacion, lo que conlleva a una disminucién en la
produccién lactea y de carne (Vasanthachar et al., 2014). En Australia, las pérdidas producidas
por la garrapata del ganado, Rhipicephalus microplus, se estimaron en USD 62 millones y en
Brasil las pérdidas rodean los USD 2 billones por afio (Vasanthachar et al., 2014).

De acuerdo a Kocan et al. (2004), la transmision bioldgica de A. marginale sucede
mediante al menos 20 especies de garrapatas. En Estados Unidos, los vectores de A. marginale
son Dermacentor variabilis, D. andersoni y D. alpicitus, mientras que Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (llustracion 2) y R. annulatus son los principales vectores en las
regiones tropicales y subtropicales (De Clercq et al., 2015; Aubry & Geale, 2011; Kocan et
al., 2004). Los miembros del género Rhipicephalus, que forman parte de la familia Ixodidae o
garrapatas duras (Ojeda et al., 2011), tienen una distribucion geografica amplia y establecen
efectos debilitantes cuando se presentan en nimeros elevados en un hospedador (Suarez &
Noh, 2011). Adicionalmente, el control de estos vectores representa un reto, debido a que se

ha reportado que son resistentes a los acaricidas de uso comun (De Clercq et al., 2015).
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La transmision en las garrapatas puede ser transestadial o interestadial, lo que implica
que la infeccion con A. marginale pasa de una etapa a otra del ciclo de vida de las garrapatas;
0 intraestadial, lo que significa que dentro de una etapa especifica, ya sea de larva, ninfa o
adulto, el vector se infecta con el patdgeno al alimentarse de un portador con A. marginale
(CFSPH, 2013; Hornok et al., 2012; Doudier et al., 2010; OIE, 2004; Kocan et al., 2010). La
transmision transovarial, de una generacion de garrapatas a la siguiente, no ha sido
demostrada, aunque es posible que los huevos de garrapatas se infecten con una frecuencia
muy baja (CFSPH, 2013), por lo que el establecimiento de las infecciones persistentes de
anaplasmosis en los bovinos es vital para la permanente transmision de este patdgeno (Suarez

& Noh, 2011; Doudier et al., 2010).

llustracion 2. Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Fotografia: Dr. J.
Ostojic, lowa State University, CFSPH, 2015.

Existen cepas de A. marginale que no se transmiten a través de garrapatas, como las
cepas de Florida y Mississippi (Ueti et al., 2007). De acuerdo a Suarez & Noh (2011), estas
diferencias en el fenotipo de transmision no se deben a un contenido genético especifico de la

cepa, sino posiblemente a las diferencias en los elementos genéticos compartidos, ya sea en



27

regiones codificantes o reguladoras. Aldn con estas excepciones, la transmision bioldgica por
garrapatas es considerada mas eficiente que la transmision mecanica y puede promover la

estabilidad enzodtica (Baldacchino et al., 2014; Scoles, Miller & Foil, 2008).

Transmision mecanica

Se considera que al menos 10 especies de dipteros hematdfagos incluyendo Stomoxys
calcitrans, Haematobia irritans y Tabanus spp. (Kocan et al., 2003) son capaces de transmitir
la anaplasmosis (Kuttler & Todorovic, 1973). La transmision mecénica depende del nivel de
bacteriemia del hospedador al momento de la alimentacion del vector, por lo que se presume
que solamente es posible durante la fase aguda de la infeccion, cuando la rickettsemia esta en
su pico méximo (Scoles et al., 2008). De acuerdo a Baldacchino et al. (2014), la transmision
mecénica puede ser tan eficiente como la transmisién bioldgica bajo ciertas circunstancias y su

potencial impacto es dificil de evaluar o predecir.

Transmision iatrogénica

Sucede mediante fomites contaminados con sangre (Asuman et al., 2013), por ejemplo
durante la vacunacion contra otras enfermedades, cuando no se utiliza una aguja nueva o
esterilizada para cada animal o cuando se utilizan instrumentos quirdrgicos no esterilizados
(OIE, 2004), durante los procesos de descorne, tatuado, areteado y castracion (Kocan et al.,
2010).

Tanto la transmisién mecanica por moscas o iatrogénica parecen ser el principal modo
de transmision en areas donde las poblaciones de garrapatas estan limitadas o cuando las cepas
de A. marginale no son transmisibles por garrapatas (Baldacchino et al., 2014; Kocan et al.,

2010).



28

Transmision transplacentaria

En la transmision transpacentaria, los eritrocitos infectados se mueven a través de la
placenta en el Gtero de vacas infectadas hacia sus crias, sin amplificacion de A. marginale
(Silva et al., 2014). En el estudio realizado por Barbosa et al. (2014), los resultados de la
amplificacion de ADN revelaron la presencia de ADN de A. marginale en 41% (9/22) de las
muestras sanguineas de recién nacidos, por lo que los autores concluyeron que la transmision

transplacentaria puede contribuir a la epidemiologia de anaplasmosis en areas endémicas.

Ciclo evolutivo

La multiplicacién, desarrollo y transmision del patégeno a los hospedadores
vertebrados estan coordinadas con el ciclo de alimentacion de la garrapata (de la Fuente et al.,
2007a) (llustracion 3). Los eritrocitos bovinos infectados con A. marginale son ingeridos por
las garrapatas y el primer sitio de infeccion en las garrapatas son las células intestinales,
después varios tejidos de estos vectores son infectados incluidas las glandulas salivales a partir
de las cuales A. marginale se transmite al hospedador vertebrado durante su alimentacion
(Rivera, 2012; Suarez & Noh, 2011; Kocan et al., 2010; de la Fuente et al., 2007a; Kocan et
al., 2004).

En cada lugar de infeccion dentro de las garrapatas, A. marginale se desarrolla dentro
de inclusiones unidas a las membranas conocidas como vacuolas o colonias (Rivera, 2012;
Kocan et al., 2004). La primera forma de A. marginale se conoce como vegetativa 0
reticulada, esta se divide por fision binaria, formando colonias que pueden contener centenares

de organismos (Kocan et al., 2010) (llustracion 4). La forma reticulada se transforma en la
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forma densa o infectiva, la cual puede sobrevivir por un corto periodo de tiempo fuera de las

células (Kocan et al., 2010; de la Fuente et al., 2007a).

Transmision
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eritrocitos
infectados
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en varios tejidos
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llustracion 3. Ciclo de A. marginale en el ganado y garrapatas. A partir de Kocan et

al., 2003.

Una vez que A. marginale se encuentra en la circulacién sanguinea del bovino, penetra

por invaginacion a los eritrocitos sin que exista destruccion de las células, se recluye en una

vacuola y comienza a multiplicarse mediante fision binaria dentro de cuerpos de inclusion

(Yéanez, 2013).
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llustracion 4. Micrografia electronica de una colonia (C) de A. marginale en una célula
intestinal de garrapata. A partir de Kocan et al., 2004.

De acuerdo a Kocan et al. (2010), los eritrocitos son el Unico sitio conocido de
infeccion de A. marginale en los bovinos, aunque recientemente se comprob6 que también las
células endoteliales son infectadas por esta rickettsia y se cree que es ahi donde la bacteria
permanece en los portadores (Yanez, 2013).

Tanto el ganado como las garrapatas macho desarrollan infecciones persistentes de A.
marginale, por lo que sirven como reservorios de infeccion para la transmision mecénica o

bioldgica del patdgeno (Kocan et al., 2010).
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Riesgo zoonotico

A pesar de que la anaplasmosis es conocida hace muchos afios en la medicina
veterinaria, actualmente es considerada una enfermedad emergente ya que el nimero de casos
reportados ha aumentado en las dos ultimas décadas debido a las mejoras en las técnicas de
diagnostico y programas de vigilancia, asi como a los cambios ambientales, crecimiento de
poblaciones humanas susceptibles (Doudier et al., 2010), comercio y viajes (Kilpatrick &
Randolph, 2012). El ser humano es un hospedador accidental que se infecta por la picadura de
una garrapata infectada con rickettsias (Doudier et al., 2010).

La anaplasmosis granulocitica humana, es una enfermedad sistémica febril y su
severidad varia desde una cuadro asintomatico o con sintomas no especificos parecidos a los
de la gripe, hasta la muerte por falla multiorganica (Ghafar & Amer, 2012; Zhang et al.,
2011). El agente causal de esta zoonosis es Anaplasma phagocytophilum, perteneciente al
orden Rickettsiales, familia Anaplasmataceae (Ghafar & Amer, 2012). Los principales
vectores de A. phagocytophilum, a nivel mundial son las garrapatas Ixodes como: Ixodes
scapularis, Ixodes pacificus, Ixodes ricinus y Ixodes persulcatus (Zhang et al., 2011). Por otro
lado, la seroprevalencia de A. phagocytophilum en bovinos es muy baja, de acuerdo a los
resultados del estudio realizado por Zhang et al. (2012) fue del 0%, mientras que en perros y
cabras fue de 33.3% y 0.8%, respectivamente.

En contraste, Anaplasma marginale tiene un hospedador especifico, por lo que solo
infecta a rumiantes y provoca la enfermedad principalmente en el ganado bovino (Kocan et
al., 2010). Segun la OIE (2004), no se han reportado infecciones por A. marginale en

humanos. Sin embargo, es probable que en el futuro se reconozcan mas patdogenos humanos
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dentro de la familia Anaplasmataceae, a medida que se desarrollen estudios clinico-

epidemioldgicos, prospectivos bien disefiados (Doudier et al., 2010).

Epidemiologia

Segun Diaz et al. (2003), existen dos condiciones epidemioldgicas en la anaplasmosis:
1. Estabilidad enzodtica: en esta situacion una gran parte del rebafio desarrolla inmunidad

contra el agente etioldgico sin presentar signos clinicos, debido a que mas del 75% de los
terneros son expuestos a una carga suficiente del microorganismo antes de los 9 meses de
edad, lo que promueve la seroconversion y disminuye el riesgo de que la enfermedad se
presente en la edad adulta. De acuerdo a Silva et al. (2006), en esta situacion, el riesgo de
que suceda un brote es muy bajo.

2. Inestabilidad enzodtica: sucede cuando entre el 10 al 75% de la poblacién bovina llega a
los 9 meses de edad sin enfrentarse a la infeccion de A. marginale, por lo que la
seroconversion no sucede, aumentando significativamente el riesgo de la enfermedad en la
ganaderia. En producciones donde menos del 10% de los terneros son expuestos a A.
marginale antes de los 9 meses, los rebafios son susceptibles pero tienen un bajo riesgo, ya
que la tasa de inoculacidn es insuficiente para infectar a los animales en la adultez (Diaz et
al., 2003).

Se debe tomar en consideracion que a parte del mecanismo de transmision, también la
edad, raza, cantidad de vectores presentes y densidad poblacional, son importantes factores en
la epidemiologia de anaplasmosis (Barbosa et al., 2014).

Con respecto a la edad, los terneros menores a un afio de edad son por lo general méas

resistentes y la infeccion en estos animales pasa desapercibida (Kuttler & Todorovic, 1973). El
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incremento de edad, se asocia con una infeccion progresivamente mas grave, las infecciones
agudas ocurren en bovinos de 2 a 3 afios pero las infecciones severas son mas comunes en
animales mayores a los 4 afios (Kuttler & Todorovic, 1973).

También la seroprevalencia de anaplasmosis varia significativamente segun la raza
(Barbosa et al., 2014). Al respecto, Atif et al. (2013b) determinaron una mayor
seroprevalencia en animales mestizos en comparacion con el ganado autoctono. Esta menor
prevalencia en las razas originarias de la region indican que los animales tienen una resistencia
inherente a las infestaciones por garrapatas (Swai et al., 2005) sobre todo si son de la especie
Bos indicus, que usualmente es considerada resistente a Anaplasma y otras infecciones
hemoparasitarias pero que sirven como portadores de la infeccion para ganado susceptible Bos
taurus (Barbosa et al., 2014; Ashuma et al., 2013, Henrioud , 2011; Rodriguez et al., 2003).
Sin embargo, de acuerdo a Silva & Fonseca (2013) los animales de la especie Bos indicus
presentaron 5.21 veces mas probabilidad de ser seropositivos a A. marginale en comparacion
con los bovinos Bos taurus (Silva & Fonseca, 2013) e igualmente Sackett & Holmes (2006)
establecen que el ganado Bos indicus y sus cruces son susceptibles a A. marginale.

Por su parte, Hamou et al. (2012) no reportaron una asociacion significativa por raza
con la prevalencia de anaplasmosis aunque existié una prevalencia ligeramente mayor en
ganado importado en comparacidon con razas mestizas y autdctonas. Barbosa et al. (2014)
mencionan que el ganado susceptible altamente especializado de &reas no endémicas es mas
propenso a infectarse cuando es introducido en zonas de alta endemicidad o en lugares donde
las poblaciones de garrapatas fluctian durante el afio.

Los hospedadores mamiferos o aves, al igual que las garrapatas con una infeccion

persistente de Anaplasma spp. pueden servir como reservorios naturales de la enfermedad
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(Kashif et al., 2014) y fuente de infeccion para los vectores artropodos (Hornok et al., 2012).
El estado de portador sucede por la evasién del sistema inmune del hospedador como
resultado de las variantes emergentes de A. marginale y su replicacion antigénica (Aubry &
Geale, 2011). De acuerdo a Atif et al. (2013a), la identificacion de portadores es importante
desde el punto de vista epidemioldgico, asi como para la planificacion de estrategias de
prevencion y control, ya que los brotes pueden ocurrir cuando el ganado portador, que ha sido
incorrectamente diagnosticado como libre de la infeccion, es transportado a areas no
endémicas, introduciendo la enfermedad a nuevas regiones y constituyendo la fuente de
anaplasmosis para garrapatas no infectadas (Bilgic et al., 2013). Adicionalmente, se debe
considerar que incluso los animales con infeccion persistente al ser trasladados a otra zona
endémica posiblemente no sean inmunes al desafio y exposicién a nuevas cepas por ser
genéticamente diferentes a la cepa de A. marginale a la que crearon inmunidad (Kocan et al.,
2010).

A pesar de que la anaplasmosis clinica ocurre principalmente en el ganado bovino,
otros rumiantes como el bufalo de agua (Bubalus bubalis), bisonte americano (Bison bison), el
venado cola blanca (Odocoileus virginianus), el venado bura (Odocoileus hemionus
hemionus), el venado de cola negra (Odocoileus hemionus columbianus) y el alce de la
montafa rocosa (Cervus elaphus nelsoni) pueden infectarse con A. marginale (Zaugg et al.,
1996). Asi lo demostraron Ashuma et al. (2013), en la India, quienes concluyeron que los
bufalos actian como portadores de la enfermedad, ya que no presentan signos clinicos pero
albergan la infeccion. Igualmente, en la Isla Marajo en Brasil, Silva et al. (2014) identificaron
a los bafalos como reservorios de A. marginale para el ganado que vive en la misma zona. La

importancia de estas especies silvestres persistentemente infectadas con anaplasmosis, es que
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sirven como reservorios de infeccion tanto para la transmision mecanica como para la
bioldgica mediante garrapatas (Kocan et al., 2010).

En los sistemas de produccion ganadera, principalmente de las zonas tropicales y
subtropicales, la anaplasmosis es considerada una causa importante de pérdidas de
productividad, por la morbilidad y mortalidad de los animales y por sus efectos negativos en la
ganancia de carne y produccién de leche (FAO, 2003). De acuerdo a la FAO (2003), por cada
1400 garrapatas adultas por afo, se calcula una pérdida de un kg de carne por animal.
Considerando que un bovino puede albergar entre 25000 a 95000 garrapatas por afio, con un
promedio de 55000, se estima que la pérdida total es entre 18 a 68 kg de carne por animal
(Yanez, 2013). Por otro lado, la produccion de leche también se ve afectada, ya que una
garrapata succiona entre 0.5 a 3 mL de sangre durante su fase parasitaria, lo que implica que la
glandula mamaria recibe menos aporte sanguineo (Yanez, 2013). Segun Vasanthachar et al.
(2014), en cruzas de vacas Holstein con Zebu, una infestacion promedio con 105 garrapatas,
provoca una reduccién del 23% en la produccién diaria de leche. Ademas, la piel de los
animales infestados con garrapatas sufre una disminuciéon de hasta un 90% de su valor
comercial (Yanez, 2013). Asimismo, las garrapatas provocan una disminucion en los
pardmetros reproductivos y dificultan la importacion de razas mejoradas para aumentar la
calidad genética de los animales dentro de areas afectadas (Rodriguez et al., 2006).

En &reas endémicas, los productores sospechan de anaplasmosis por la historia de
brotes pasados de la enfermedad en la localidad y usualmente estos brotes suceden en las
estaciones calientes y himedas, cuando la transmision por vectores es mas prevalente (Kocan

et al., 2010).
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Patogenia

El periodo de incubacion de la infeccion varia dependiendo de la dosis infectiva y
puede ser desde 7 a 60 dias, con un promedio de 28 dias (Aubry & Geale, 2011; Kocan et al.,
2010). En condiciones de laboratorio, el periodo de incubacion puede ser de 2 a 3 dias cuando
se utilizan varios inoculados de sangre contaminada, mientras que al utilizar pequefias
cantidad de inoculados, el periodo puede extenderse desde los 60 a 80 dias (Kuttler &
Todorovic, 1973).

Una vez en el torrente sanguineo, A. marginale ingresa por endocitosis a los eritrocitos,
donde forma una vacuola en la cual se multiplica por fisién binaria para formar ocho cuerpos
iniciales (Rivera, 2012). Posteriormente, el numero de eritrocitos infectados aumenta
exponencialmente (Kocan et al., 2010). La eritrofagocitosis inicia por el dafio parasitario a los
eritrocitos, lo que conlleva a la disminucién de los glébulos rojos, desarrollando una ligera o
severa anemia con ictericia sin presencia de hemoglobinemia o hemoglobinuria (Kocan et al.,
2010). La anemia también es consecuencia de los elevados niveles de los productos del
complemento activados y la remocién de eritrocitos destruidos por el sistema
reticuloendotelial del bovino (Kashif et al., 2014; Ashuma et al., 2013). El nivel de anemia
maxima sucede de uno a seis dias después del inicio de la infeccién y persiste por 4 a 15 dias,
donde alrededor del 75% de los eritrocitos se eliminan del torrente sanguineo (Yanez, 2013).

En la fase aguda de la enfermedad existe un porcentaje de bacteriemia alto, segun
Singh et al. (2012) y Scoles et al. (2008), el numero de eritrocitos infectados en esta fase es de
10 eritrocitos infectados por milimetro de sangre. El periodo de convalecencia dura uno a dos
meses, en este, existe un incremento de la hematopoyesis, con probabilidad de recurrencia de

la bacteriemia (Yanez, 2013) y después de algunas semanas, los valores hematoldgicos
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regresan a la normalidad (Rivera, 2012). Durante la infeccion persistente, los animales
mantienen un nivel bajo de rickettsemia de por vida que va entre 10%° a 10° eritrocitos
infectados/ml (Scoles et al., 2008). Estos animales portadores, tienen inmunidad de por vida y

a partir de la exposicion al desafio, no desarrollan la enfermedad clinica (Kocan et al., 2010).

Inmunopatologia

Todavia no se entienden completamente los mecanismos de control inmune de A.
marginale (Sudrez & Noh, 2011; Bautista, 1996), los cuales probablemente estan
influenciados por las caracteristicas genéticas, la raza y edad del individuo (Bautista, 1996).
Con respecto a la edad, se conoce que la anaplasmosis es moderada en terneros de hasta un
afio de edad, aguda pero no fatal en animales menores de dos afios, aguda y ocasionalmente
fatal en individuos de hasta tres afios e hiperaguda y frecuentemente fatal en animales de méas
de tres afios (Bautista, 1996).

Rodriguez et al. (2003) y Vidotto & Marangoni (2001) establecen que los mecanismos
de inmunidad celular y humoral participan en coordinacion para controlar la infeccion. Un
modelo de inmunidad inducida por vacunacion sugiere que los epitopos de superficie del
patégeno son identificados por anticuerpos en combinacién con la activacion de macréfagos
para aumentar la fagocitosis y muerte (Kocan et al., 2010). Las células destacadas en este
modelo son los linfocitos T CD4 que expresan interferon gamma (IFN-y), el cual promueve la
sintesis de la subclase de inmunoglobulina G dos (IgG2), que se encarga de la opsonizacion de
los eritrocitos infectados y de los cuerpos inciales libres de A. marginale y concomitantemente
activa a los macrofagos para aumentar la expresion de receptores, fagocitosis, fusion

fagolisosomal y liberacion de 6xido nitrico de manera extracelular en el bazo (Kocan et al.,
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2010; Rodriguez et al., 2003). Ademas del IFN-y, la interleucina 2 (IL-2), interlecucina 1 (IL-
1) y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) intervienen en la respuesta inmune al igual que la
mayoria de las MSPs de A. marginale que cumplen un papel importante durante la infeccion y

mantenimiento de la persistencia de la enfermedad (Rodriguez et al., 2003).

Signos clinicos

La enfermedad clinica ocurre durante la fase aguda, donde el nimero de eritrocitos
infectados es de ~10" a ~10° / ml de sangre (Scoles et al., 2008). En general, los signos
clinicos que se han reportado en anaplasmosis son: anemia hemolitica, anorexia, pérdida de
peso, fiebre de hasta 41°C, mucosas palidas, ictericia, taquicardia, disnea, letargia, lagrimeo,
salivacion, diarrea, miccién frecuente, atonia ruminal y en algunos casos, la muerte en menos
de 24 horas posiblemente por los pirégenos enddgenos liberados por A. marginale que causan
la destruccién de eritrocitos y la activacion de los centros hematopoyéticos y de
termorregulacion del cuerpo (Ashuma et al., 2013; Hornok et al., 2012; Kocan et al., 2010;
Vidotto & Marangoni, 2001). La produccién de leche disminuye, las vacas prefiadas pueden
abortar durante el Gltimo tercio de la gestaciéon y en los toros se puede desarrollar infertilidad
temporal (Rivera, 2012; Kocan et al., 2010). En el estudio realizado por Florio, Tamasaukas &
Rivera (2012) se identificO una asociacion entre una baja condicion corporal y mucosas
palidas con la presencia de hemoparéasitos y anemia.

La pirexia es comunmente el primer signo que se presenta en la anaplasmosis y puede
ocurrir previamente a la infeccion del 1% de eritrocitos, la fiebre de mas de 40°C puede
persistir durante el periodo de incremento de la bacteriemia (Kocan et al., 2010). En la

enfermedad avanzada, el ganado desarrolla atonia gastrointestinal, estasis ruminal y
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constipacion, que se asocian con deshidratacion y pérdida de peso (Kocan et al., 2010). La
icteria sucede por la liberacion de los pigmentos durante la hemolisis extravascular (Singh et
al., 2012), usualmente aparece al final del curso de la enfermedad y con mas frecuencia en el
periodo temprano de convalecencia (Kocan et al., 2010; OIE, 2004). Algunos animales pueden
presentar déficits neurologicos, que se atribuyen a episodios de anoxia cerebral (Kocan et al.,
2010).

La recuperacion es mas comudn en animales jovenes, en adultos se han reportado tasas
de mortalidad de 50-60%, especialmente en animales viejos sometidos a estrés (Kocan et al.,
2010). Frecuentemente, cuando los signos clinicos son muy severos, el animal puede estar
cerca de la muerte (Kuttler & Todorovic, 1973) y no es raro que los bovinos infectados

mueran durante el manejo preparatorio para el tratamiento (Kocan et al., 2010).

Lesiones anatomopatoldgicas

Los hallazgos de necropsia incluyen mucosas péalidas e ictéricas, esplenomegalia y
hepatomegalia (Rivera, 2012; Kocan et al., 2010; Kuttler & Todorovic, 1973). La vesicula
biliar puede contener bilis oscura y viscosa, en el epicardio se evidencian hemorragias
petequiales, también los linfonodos se encuentran edematizados y con petequias (Kuttler &
Todorovic, 1979). No existen cambios patoldgicos caracteristicos atribuibles a A. marginale

en portadores con infecciones cronicas (Kuttler & Todorovic, 1973).
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Diagnostico

Laboratorio clinico

En los resultados de hemograma se puede evidenciar una disminucién en el recuento
de glébulos rojos, concentracion de hemoglobina y porcentaje de hematocrito, con linfocitosis
(Ashuma et al., 2013; Hornok et al., 2012). Mientras que en los resultados de la bioquimica
sanguinea, se revela un incremento significante de la concentracion de proteina total,
bilirrubina total y cantidad de alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa
(AST) lo que indica una disfuncién hepatica (Ashuma et al., 2013). De acuerdo a los
resultados de la investigacion de Ashuma et al. (2013), la mayoria de bovinos con
anaplasmosis presentan valores dentro de los rangos de referencia del volumen corpuscular
medio (VCM) y concentracién de hemoglobina corpuscular media (CHCM), por lo que
concluyen que es frecuente la presencia de anemia normocitica normocromica, lo que refleja
que el sistema hematopoyético del bovino se activa en respuesta a la eritrofagocitosis
(Ashuma et al., 2013). También la cantidad de globulinas aumenta, lo que demuestra que el
sistema inmune esta activado para combatir la infeccion en el organismo del hospedador
(Ashuma et al., 2013).

Sin embargo, debido a la dificultad de diagnosticar infecciones de A. marginale
solamente basandose en los hallazgos clinicos y resultados de laboratorio, existe una serie de
técnicas de laboratorio empleadas para la deteccion de este enfermedad en el ganado
(Bacanelli, Ramos & Araujo, 2014). El diagnéstico de la anaplasmosis bovina se puede
realizar principlamente mediante frotis sanguineos, técnicas serologicas y moleculares

(Barbosa et al., 2014; Kocan et al., 2010). Es importante resaltar que las pruebas seroldgicas y
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moleculares son los unicos medios para identificar a los animales portadores con una infeccion

subclinica persistente (Kocan et al., 2010).

Frotis sanguineo

Es la técnica diagndstica de referencia y el método mas comun para la identificacion de
anaplasmosis en animales clinicamente sospechosos (Singh, 2012; OIE, 2004). Los frotis
sanguineos finos tefiidos con Giemsa, Wright Giemsa o Diff-Quick, pueden facilitar la
demostracion de A. marginale en los eritrocitos (Kocan et al., 2010). En los frotis, A.
marginale se encuentra dentro de los eritrocitos como cuerpos densos y redondeados de 0.3-
1.0 um de didmetro, situados en la zona marginal del eritrocito (OIE, 2004). En animales
vivos, las muestras sanguineas se deben obtener preferentemente de la vena yugular o vena
coccigea (OIE, 2004). Es importante tener en cuenta que después de la transmision, la
infeccion se hace microscdpicamente visible entre 2 a 6 semanas (OIE, 2004). En casos post-
mortem, los frotis se realizan con los oOrganos internos como higado, rifién, corazon y
pulmones y de la sangre que se encuentra en vasos periféricos (OIE, 2004).

En la fase aguda, esta técnica tiene una sensibilidad baja y especificidad alta. Sin
embargo, no es recomendada para la deteccion de la infeccion subclinica en animales
portadores (Barbosa et al., 2014; Ashuma et al., 2013; Kocan et al., 2010), ya que no posee

suficiente sensibilidad y especificidad (Hamou et al., 2012).

Pruebas seroldgicas
Las pruebas serologicas que se utilizan comiunmente para el diagnéstico de A.

marginale son: prueba de aglutinacion, prueba de inmunofluorescencia indirecta, fijacion de
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complemento y ELISA indirecto (OIE, 2004). Estas pruebas se desarrollaron con la finalidad
de detectar a los animales con infeccion persistente y se caracterizan por la variabilidad en sus
resultados, debido a los diferentes niveles de sensibilidad y especificidad de cada técnica, por
lo que se debe tener precaucion al momento de certificar la enfermedad (OIE, 2004) y es
recomendable confirmar el resultado mediante pruebas moleculares (Barbosa et al., 2014), ya
que existe un alto grado de probabilidad de que sucedan reacciones cruzadas entre A.

marginale y A. centrale (OIE, 2004).

Prueba de aglutinacién en placa

De acuerdo a la OIE (2004), la ventaja de esta técnica es que es sensible, se la puede
realizar en el laboratorio o en campo y los resultados se obtienen en poco tiempo. Una
desventaja de esta prueba es que pueden suceder reacciones inespecificas (OIE, 2004). El
antigeno que se utiliza es una suspension de particulas de A. marginale, que se obtiene al
infectar terneros esplenectomizados mediante inoculacion intravenosa con sangre contaminada
(OIE, 2004). Posteriormente, cuando el nivel de rickettsemia excede el 50%, el animal es
exsanguinado y los eritrocitos son sometidos a procedimientos de lavado, lisis y
centrifugacion. Finalmente, los sedimentos se suspenden en una solucién colorante para

conseguir la solucién de antigeno (OIE, 2004).

Fijacion del complemento

Esta prueba se utiliza para la identificacion de ganado infectado con A. marginale antes
de que sea transportado dentro de un pais o internacionalmente (Bradway et al., 2001). Sin
embargo, Coetzee et al. (2007) reportaron que la sensibilidad de la prueba de fijacion de

complemento fluctda entre 7.5-37.5%, con un sensibilidad global de 26.5%. Igualmente,
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Bradway et al. (2001) determinaron una sensibilidad de 20% y especificidad de 98%. Debido
a su baja sensibilidad, la OIE (2004) no recomienda esta prueba para la identificacion de
animales portadores de A. marginale porque es inadecuada para la regulacion de programas de
vigilancia de anaplasmosis (Bradway et al., 2001).

Las reacciones falsas negativas en esta prueba suceden por la ausencia de la union de
los anticuerpos de distintos isotipos al complemento de cobayos, que es lo que se utiliza en las

pruebas comerciales de fijacion de complemento (McGuire, 2005).

Prueba de inmunofluorescencia indirecta

Esta técnica tiene un mayor grado de deteccion de animales infectados, comparado con
la observacién microscopica de frotis de capa blanca, asi lo demostraron Diaz et al. (2003),
quienes obtuvieron una prevalencia de A. marginale detectada por inmunofluorescencia
indirecta (IFI) de 95.4%, mientras que a través de observacion de frotis de capa blanca fue de
56.9%. Las desventajas de esta técnica son el limitado nimero de pruebas que puede realizar

al dia un operador y los problemas de fluorescencia inespecifica (OIE, 2004).

Prueba de ELISA

A pesar de que se han desarrollado métodos diagndsticos moleculares para la
identificacion de anaplasmosis, segin Kocan et al. (2010) las pruebas serolégicas basadas en
las MSPs, continuan siendo la forma mas practica para evaluar nimeros grandes de muestras
ya que se pueden examinar alrededor de 90 muestras por microplaca al mismo tiempo, el
tiempo del procedimiento es corto, los resultados se leen mediante un lector de ELISA y los

valores cuantitativos se obtienen rapidamente (Ekici & Sevinc, 2011). Una desventaja de esta
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prueba es que puede carecer de sensibilidad adecuada para detectar la infeccion en animales
que tienen un nivel de bacteriemia muy bajo (Bilgic et al., 2013).

En los Gltimos afios, la prueba ELISA rMSP-5 indirecto, que utiliza como antigeno a la
proteina principal de superficie 5 recombinante (Barros et al., 2005), la cual es una proteina
conservada dentro de Anaplasma spp. (Hamou et al., 2012) ha demostrado tener alta
especificidad y de acuerdo a Knowles et al. (1996) se la podria utilizar a escala mundial, ya
que puede detectar anticuerpos anti-Anaplasma spp. en el curso temprano de la infeccidn
aguda asi como en el estado de portador.

En la investigacion realizada por Barros et al. (2005), se emplearon tanto las pruebas
de ELISA rMSP-5 indirecto y ELISA competitivo, demostrando que ambas técnicas son Utiles
para estudios seroepidemioldgicos y como herramientas de evaluacién para decidir las
medidas preventivas que deben utilizarse. Por otro lado, las pruebas de ELISA basadas en las
MSP1 y MSP2 recombinantes (sensibilidad 99% vy especificidad 100%) también han
demostrado tener un buen rendimiento, por lo que son adecuadas para utilizarse en estudios
epidemioldgicos para la deteccion de anticuerpos contra A. marginale en bovinos (Aradjo et

al., 2004).

DOT-ELISA

Montenegro, Guilléen & Toro (1992), desarrollaron el DOT-ELISA utilizando cuerpos
de inclusién purificados de A. marginale como antigeno “doteado” o colocado en forma de
mancha en discos de nitrocelulosa, para la deteccion de anticuerpos de A. marginale e indican
que posee una alta sensibilidad (93%) y especificidad (96%) con un valor predictivo promedio
de 95% para la identificacion de anaplasmosis. Esta técnica presenta multiples ventajas ya que

se pueden procesar al mismo tiempo varios sueros, los resultados se obtienen en menos de 3
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horas, la interpretacion es de manera visual, no se requieren equipos especializados y por su
formato en microplaca, se economizan los reactivos (Montenegro et al., 1992).

Para los autores, el alto grado de especificidad se debe a que utilizaron un antigeno
purificado, lo que redujo las reacciones indeseadas por la union inespecifica de anticuerpos a
la nitrocelulosa. Por otro lado, el aumento en la sensibilidad se debe al empleo de la proteina
A en reemplazo de la enzima conjugada con IgG bovina, la que normalmente se emplea en
ELISA (Montenegro et al., 1992). EI DOT-ELISA es mas rapido, sencillo y objetivo para la
interpretacion de resultados que la prueba de IFI, por lo que puede reemplazar o complementar
a esta técnica en el diagndstico de anaplasmosis (Montenegro et al., 1992).

Los mismos autores reportaron que no existieron reacciones cruzadas con Sueros
positivos a otras enfermedades hemoparasitarias, infecciones virales o bacterianas, por lo que
recomiendan el empleo de DOT-ELISA para estudios epidemiologicos de anaplasmosis en los
tropicos, debido a su sencillez, bajo costo, alta sensibilidad y especificidad (Montenegro et

al., 1992).

Pruebas moleculares

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se emplea para detectar bajos niveles de
bacteriemia tanto en los animales reservorios como en las garrapatas (Kocan et al., 2010). La
técnica de PCR convencional ha sido utilizada con mayor frecuencia, por su bajo costo en
comparacion con la PCR a tiempo real, que posee una sensibilidad mas alta y que también se
puede emplear para estudios epidemiologicos de rumiantes silvestres, que presentan

infecciones crénicas con bajos niveles de rickettsemia (Bacanelli et al., 2014). Corona &
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Martinez (2011) establecieron que el uso del gen msp5 como diana de la PCR, resulta una
técnica sensible y especifica para la deteccion de A. marginale, sobre todo en los animales
asintomaticos, por lo que recomiendan que se utilice para el comercio local e internacional de
ganado.

Debido a que la PCR convencional se caracteriza por detectar una especie en particular
y su procedimiento necesita mucho tiempo, aparte de que muchas de las muestras evaluadas
pueden estar coinfectadas con otros patdgenos (Bilgic et al., 2013). Estos autores desarrollaron
una PCR multiple (mPCR) para la deteccion de Theileria annulata, Babesia bovis y
Anaplasma marginale. Esta técnica se basa en la amplificacion de dos o mas loci diana de uno
0 maés organismos utilizando una mezcla de pares de primers de locus especificos en una sola
reaccion (Markoulatos, Siafakas & Moncany, 2002). En este estudio, la PCR multiple con
muestras experimentales diluidas fue capaz de detectar con sensibilidad y especificidad
infecciones por separado pero con muestras de campo presentd una menor sensibilidad
comparado con el PCR individual (Bilgic et al., 2013). Singh et al. (2012) reportaron que la
técnica de PCR anidado es vélida para la deteccion en condiciones de campo de bovinos

portadores de A. marginale con niveles bajos de bacteriemia.

Cultivo

El cultivo de A. marginale se utiliza principalmente en la investigacion y es
considerado poco practico para el diagndéstico rutinario de casos clinicos porque es dificil y
requiere bastante tiempo, asi como técnicas especializadas y los resultados se obtienen entre 2
a 6 semanas (CFSPH, 2013).

Luna et al. (2010) cultivaron A. marginale in vitro en células nucleadas utilizando

estirpes de células endoteliales bovinas y de mono, expuestas a eritrocitos infectados con la
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bacteria. Obtuvieron resultados negativos al tratar de comprobar la invasion en las células
mediante técnicas de tincidn, gendmicas e inmunofluorescencia y tampoco observaron efectos
citopatologicos. A. marginale se detectd por mas tiempo en las células endoteliales cuando se
realizd co-cultivo en las mismas comparado con cultivos de eritrocitos. Aparte lograron la
seroconversion en bovinos al inocularlos con material bioldgico de los cultivos, a pesar de que
los animales no presentaron signos clinicos de la enfermedad (Luna et al., 2010). Estos
avances ofrecen nuevas oportunidades en el estudio de la relacion entre el hospedador

vertebrado y el patdgeno (Kocan et al., 2010).

Estandar de oro o gold estdndar

Consiste en la inoculacion intravenosa de aproximadamente 500 ml de sangre del
animal sospechoso en un ternero susceptible esplenectomizado (Corona et al.,, 2014).
Posteriormente, se realizan frotis sanguineos cada 2 a 3 dias, si el animal sospechoso es
positivo a la enfermedad, los cuerpos de inclusion en los eritrocitos se observan a partir de la
cuarta hasta octava semana (OIE, 2010). De acuerdo a la OIE (2010) este es un método

costoso pero justificable para confirmar la infeccion en animales con infeccidn latente.

Diagndstico diferencial
El diagnédstico diferencial de A. marginale se debe realizar con enfermedades que
produzcan signos clinicos similares a los que suceden en anaplasmosis (Bilgic et al., 2013).
Las principales enfermedades que se deben descartar son: Antrax, Hemoglobinuria
bacilar, intoxicacion por roble, envenenamiento por la ingestion de especies de Brassica,

linfosarcoma multicéntrico (Kocan et al., 2010). En areas tropicales, la anaplasmosis se puede
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confundir especialmente con Leptospirosis, Babesiosis bovina, Theileriosis y
Tripanosomiasis e incluso es comun que el ganado esté infectado con dos o mas enfermedades
hemoparasitarias (Bilgic et al., 2013; Kocan et al., 2010; Kuttler & Todorovic, 1973). Se debe
tener en cuenta que en anaplasmosis no se presenta hemoglobinuria ni hemoglobinemia,
mientras que en la Babesiosis y Leptospirosis si ocurren (OIE, 2004; Kuttler & Todorovic,
1973). El periodo de incubacion de babesiosis es menor que el de anaplasmosis y la anemia no
es tan severa en Tripanosomiasis y Theileriosis, comparada con Babesiosis y Anaplasmosis
(Kuttler & Todorovic, 1973). Los animales jovenes son mas resistentes a la anaplasmosis,
mientras que en babesiosis, la edad no es un factor determinante y en la leptospirosis los méas
afectados son los terneros (Kuttler & Todorovic, 1973). Ademas, se debe considerar que
Babesia bovis también infecta exclusivamente los eritrocitos de los hospedadores vertebrados

y que se transmite por garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) (Suarez & Noh, 2011).

Tratamiento

El tratamiento antibidtico en la anaplasmosis es efectivo para disminuir la carga
bacteriana y aminorar la enfermedad (Suarez & Noh, 2011). Actualmente, no existe ningn
antibidtico aprobado para la eliminacion de las infecciones persistentes (Mutshembele et al.,
2014; Kocan et al., 2010; Coetzee, 2005), por lo que se debe restringir el movimiento de
ganado de areas endémicas como medida precautelar para evitar el ingreso de la enfermedad
en areas no endémicas (Kocan et al., 2010). En el tratamiento de soporte se pueden incluir
transfusiones de sangre y el animal debe ser manejado con calma (Rivera, 2012; Kuttler &

Todorovic, 1973).
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Por muchos afios, el farmaco de eleccion para tratar la anaplasmosis aguda ha sido el
imidocarb dipropionato, el cual se administra por via subcutanea (SC) o intramuscular (IM) a
una dosis de 2.1 mg/kg (Kocan et al., 2010). Sin embargo, en algunos paises el uso de este
farmaco esta prohibido, debido a la retencion del producto en los tejidos consumibles de los
animales de produccién (Agencia Europea para la Evaluacion de los Medicamentos [EMEA],
1998).

Por su parte, Blouin et al. (2002) reportaron que la tetraciclina es eficaz para el control
de la etapa aguda de la enfermedad, a una dosis entre 3 a 5 mg/kg, por via intravenosa o
intramuscular (Kuttler & Todorovic, 1973). Adicionalmente, Kocan et al. (2010) recomiendan
la clortetraciclina y oxitetraciclina para el tratamiento de anaplasmosis aguda. Las tetraciclinas
son farmacos bacteriostaticos, que acttan al unirse a la subunidad 30S de los ribosomas y
acido ribonucleico mensajero (ARNm), inhibiendo la sintesis de proteinas (Scholar & Pratt,
2000).

A pesar de que en afios anteriores se han reportado resultados exitosos al usar estos
medicamentos en infecciones persistentes de A. marginale, Kocan et al. (2010) consideran
probable que sean hallazgos sesgados debido a que la mayoria de investigaciones utilizaron la
prueba de fijacion de complemento para evaluar sus resultados y esta prueba tiene una
sensibilidad del 20%.

En el afio 2005, Coetzee reportd que la administracion de oxitetraciclina a una dosis de
30 mg/kg, via intramuscular (IM), una o dos veces al dia cada 5 dias, no fue efectiva para la
eliminacidon de infecciones persistentes. Igualmente, el tratamiento recomendado por la OIE de
5 inyecciones de oxitetraciclina al dia, a una dosis de 22 mg/kg, via intravenosa (IV) resulto

inefectivo para eliminar infecciones persistentes del aislado de Oklahoma de A. marginale
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(Coetzee, 2005). Por otro lado, en el 2010, Reinbold et al. demostraron que el uso oral de
clortetraciclina en dosis entre 4.4 a 22 mg/kg por dia por 80 dias, elimina la infeccion
persistente de A. marginale y lo comprobaron mediante PCR en tiempo real y por la
inoculacion de la sangre de los animales tratados en terneros esplenectomizados. Sin embargo,
los bovinos que se recuperan del estado de portador, quedan susceptibles de reinfectarse
(Felsheim et al., 2010; Reinbold, 2010). Ademas, cada vez los tratamientos largos con
antibidticos son menos aceptados debido al aumento de resistencia tanto en los patdgenos
humanos como de animales (Suarez & Noh, 2011).

La enrofloxacina es considerada como un candidato para el tratamiento de
anaplasmosis, su mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la replicacion de ADN de A.
marginale (Kocan et al., 2010). Coetzee (2005) indicé que la administracion de enrofloxacina
a 12.5 mg/kg dos veces al dia, cada 48 horas, atenta pero no elimina la infeccion en terneros
esplenectomizados y recomienda la ejecucién de mas investigaciones con este farmaco. Pues
es probable que existan diferencias en la susceptibilidad a los antibi6ticos entre las diferentes
cepas de A. marginale (Kocan et al., 2010), tomando como fundamento la identificacion de
dos bombas de resistencia a multiples farmacos en el genoma, aunque todavia no se ha

descubierto la importancia clinica de las mismas (Brayton et al., 2005).

Control y prevencion

Las herramientas disponibles para controlar la anaplasmosis varian segin el area
geografica y se basan en el uso de vacunas vivas, tratamiento antibidtico, control de los
vectores y en el mantenimiento de la estabilidad enzootica dentro de un rebafio (VVasanthachar

et al., 2014; Aubry & Geale, 2011; Suarez & Noh, 2011; Kocan et al., 2010). Vasanthachar et
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al. (2014), dividen los métodos para el control de las garrapatas en métodos quimicos basados
en el uso de acaricidas y no quimicos entre los que se encuentran la limpieza de los animales,
manejo de pasturas, enfoque endosimbidtico, control biolégico, manipulacidn genética, uso de
biopesticidas, acaricidas herbales y vacunacion con antigenos de las garrapatas (VVasanthachar

etal., 2014).

Meétodos quimicos

Uso de acaricidas

El método quimico mas utilizado para programas de control son los acaricidas
(amidinas, fenil ureas bencilo, hexacloruro de benceno/ciclodienos, carbamatos, lactonas
macrociclicas, organofosforados y piretroides) (Vasanthachar et al., 2014). Comunmente se
pueden aplicar mediante inmersion, pulverizacion, inyecciones, tratamientos orales o vertidos
a lo largo de la linea dorsal desde la cruz hasta la base de la cola (Vasanthachar et al., 2014).
Es importante que la aplicacion de acaricidas sea sistematica para que sea altamente efectiva
contra las garrapatas sin afectar al hospedador (Vasanthachar et al., 2014).

Actualmente se conoce que un control parasitario basado solamente en el empleo de
métodos quimicos es una suposicion falsa, ya que su uso indiscriminado puede traer
consecuencias a largo plazo como el desarrollo de resistencia, por lo que no son una solucién
sustentable para el control futuro de vectores (Vasanthachar et al., 2014; CFSPH, 2013;
Henrioud, 2011). Adicionalmente, otros inconvenientes del uso de acaricidas son los residuos
guimicos en los productos de origen animal (carne, leche, cuero, piel), efectos indeseables en

la salud animal y ecosistema y su costo de implementacion (Vasanthachar et al., 2014).
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Para contrarrestar la resistencia a los acaricidas, se estan empleando combinaciones de
estos productos pero varias garrapatas ya han desarrollado una resistencia a multiples
acaricidas como a los piretroides y amitraz (Singh et al., 2014). En la actualidad, las lactonas
macrociclicas (avermectinas) son efectivas contra las garrapatas pero debido a que su periodo
de retiro en leche dura entre 30-40 dias, no se recomienda su uso en ganaderia de leche

(Vasanthachar et al., 2014).

Uso de repelentes

Para prevenir la transmision mecénica por moscas Yy tabanos, se han desarrollado cebos
impregnados con insecticida que atrapan y matan a las moscas adultas, demostrando ser una
opcion aceptable para el control de estas poblaciones (Baldacchino et al., 2014). El insecticida
recomendado es la permetrina al 1% ya que ha demostrado producir una mortalidad de 55%
por un periodo mayor a 2 semanas (Baldacchino et al., 2014).

Otro método para controlar la trasmision mecanica son los cebos o atrayentes que se
fundamentan en el hecho de que las hembras de tdbano usan el estimulo olfatorio para la
localizacion de los hospedadores (Baldacchino et al., 2014). Tanto el diéxido de carbono solo
0 junto a una mezcla de fenol/octenol han desmostrado ser efectivos para atraer a los tabanos

hacia los cebos (Cilek & Olson, 2008).

Antibioticoterapia profilactica
Tiene un costo econémico elevado por lo que no es aplicable en todos los sistemas de
produccidn, a parte que existe el riesgo de potenciar el aparecimiento de cepas resistentes de

A. marginale (Kocan et al., 2010).
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Meétodos no quimicos

Descanso y rotacion de potreros

Esta practica consiste en dejar los pastizales sin ganado por un tiempo para romper el
ciclo de vida de las garrapatas y de esta manera obtener pasturas con bajos niveles de
contaminacion parasitaria (FAO, 2003). Las ventajas de estas practicas es su factibilidad de
implementacién y disminucién en la cantidad de acaricida que se utiliza mientras que las
desventajas son que los potreros se deben dejar libres por mas tiempo del habitual, lo que
disminuye la calidad del forraje y su grado de efectividad depende del clima, estaciones del

afio, suelos, topografia (FAO, 2003).

Control biologico

El control biolégico forma parte del sistema de manejo integral de plagas (MIP), el
cual se basa en la integracion de varios componentes (métodos y practicas) que en conjunto
tienen el potencial de disminuir las poblaciones de organismos genéticamente resistentes a lo
largo de generaciones sucesivas reduciendo la necesidad de aplicaciones regulares de
pesticidas (Henrioud, 2011; Ojeda et al., 2011). Una desventaja de este sistema es que se
deben tolerar ciertos niveles de bacteriemia y pérdidas en la produccion (Henrioud, 2011).

En si el control bioldgico consiste en introducir un microorganismo en el ambiente de
otro para controlar al parésito diana, reduciendo su poblacion por debajo del umbral, por

encima del cual provoca enfermedades clinicas y pérdidas econdmicas (Vasanthachar et al.,
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2014). Los antagonistas 0 enemigos naturales de las garrapatas pueden ser aves, roedores,
musarafas, hormigas, arafas, hongos y plantas (Vasanthachar et al., 2014).

Antes de realizar una multiplicacion masiva y posterior liberacion de los enemigos
naturales, es importante estudiar su biologia e impacto ecologico (FAO, 2003). En general, los
métodos bioldgicos son mas seguros para el operador, animales y ambiente pero todavia no se
han implementado exitosamente por su inestabilidad ambiental y selectividad reducida por la

especie diana (Vasanthachar et al., 2014).

Uso de biopesticidas

Dentro de los biopesticidas, se ha identificado recientemente un acaricida herbal que
posee una actividad acaricida elevada contra las larvas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, tiene como componente nanoparticulas de dioxido de titanio sintetizadas
biol6gicamente a partir del extracto de la flor Calotropis gigantea (C. gigantea), por lo que
constituye un método eco-amigable y econémico para el control de este vector (Marimuthu et
al., 2013).

Otra opcidén dentro de los biopesticidas son los que se formulan a partir de hongos
entomopatogenos (Vasanthachar e tal., 2014). Samish, Ginsberg & Glazer (2004) establecen
que virtualmente todos los ectoparésitos son susceptibles a las enfermedades fungicas y
aproximadamente de las 700 especies de hongos entomopatgenos, solamente el 10% se usan
para el control de insectos.

Ojeda et al. (2011) establecen que el hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae
es un candidato para el MIP ya que ha demostrado resultados eficaces en el control de las

fases parasitica y no parasitica de R. microplus en condiciones de laboratorio y campo. Sin
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embargo, aln se requieren estudios para conocer el momento adecuado de su aplicaciéon y
frecuencia de tratamiento, aparte su produccion y formulacién se ven influenciadas por la

sobrevivencia, virulencia y eficacia en el campo (Ojeda et al., 2011).

Suplementacion dietética

El mejoramiento de la dieta mediante la suplementacion con proteinas de alto valor
energético puede ayudar a aumentar la resistencia o tolerancia del bovino contra las
infecciones parasitarias al favorecer la respuesta inmune en estas fases (FAO, 2003). Es
importante tomar en cuenta esta medida de prevencion porque de acuerdo a la FAO (1984) las
garrapatas afectan a los animales que presentan un estado de subnutricion, lo que afecta su
resistencia natural contra las infecciones transmitidas por estos vectores. Posiblemente, la

mayor desventaja es el costo de su implementacion (FAO, 2003).

Seleccidn de ganado resistente a la infestacion por garrapatas

La idea de desarrollar razas resistentes a las garrapatas resulta compleja en la
naturaleza, ya que esta resistencia varia entre las razas y dentro de una misma raza
(Vasanthachar et al., 2014) y esta determinada genéticamente (Henrioud, 2011). Shyma,
Prakash & Singh (2013) establecieron que la heredabilidad de la resistencia a garrapatas es de
aproximadamente 0.30, cantidad suficiente para obtener resultados exitosos en los programas
de mejoramiento de ganado. Se debe tener en cuenta que la expresion de la resistencia
depende de la estimulacién de la respuesta inmune por la alimentacion de las garrapatas

(Henrioud, 2011).
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Las ventajas de esta medida de control son el aumento de la resistencia promedio del
ganado dentro de un rebarfio, al mismo tiempo que disminuye las poblaciones de garrapatas y
por ende la contaminacion de los pastos y uso de tratamientos acaricidas (Henrioud, 2011;
FAO, 2003). En general, la seleccion de ganado resistente es una opcion para el control y
prevencion de anaplasmosis a largo plazo, es sostenible y puede tener un desarrollo rapido una

vez que en el futuro se generen marcadores genéticos (Henrioud, 2011).

Premunizacion

Rivera (2012) menciona que en los paises donde no existen alternativas comerciales
para el control de anaplasmosis, se emplea cominmente la premunizacion. Esta préctica
consiste en el uso de sangre infectada de animales portadores o con infeccidn aguda, con el fin
de inducir la infeccion en animales sanos para que desarrollen inmunidad a pesar de que
quedan como portadores. Los riesgos que implica este método son que la sangre de un caso
agudo puede provovar una infeccién severa que no se pueda controlar en los animales
inoculados y ademas es una via de transmisién de otros agentes patdégenos de importancia

sanitaria y econémica (Rivera, 2012).

Vacunacion anti-garrapatas

La inmunizacion contra las garrapatas es una medida practica y sostenible ya que
ayuda a disminuir la contaminacién ambiental y previene el desarrollo de resistencia en
garrapatas por el uso repetido de acaricidas (Vasanthachar et al., 2014). La vacunacion con un

antigeno oculto del intestino de las hembras R. microplus conocido como Bm86 ha
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demostrado brindar una proteccion de mas del 80% contra las infestaciones por garrapatas en
los bovinos (Vasanthachar et al., 2014), mediante los anticuerpos anti-Bm86 que generan la
lisis de las células del intestino en las garrapatas provocando que el contenido intestinal pase a
la hemolinfa (FAO, 2003). Sin embargo, la vacuna basada en el antigeno Bm86 desarrollada
en Australia y Cuba, no cumple con las expectativas de efectividad en algunas areas
geograficas de América Latina (Henrioud, 2011).

El mejoramiento de las vacunas contra garrapatas contribuird al control de las
infestaciones en el ganado (de la Fuente & Kocan, 2006). Vasanthachar et al. (2014) comentan
que para el desarrollo de una vacuna universal se deberian utilizar proteinas de las garrapatas
altamente conservadas que posean variaciones antigénicas limitadas y manejables, que sean
capaces de inducir una inmunidad cruzada contra diferentes especies de garrapatas. Para esto
se deben descubrir y adicionar nuevos antigenos protectivos de garrapatas a las formulaciones
de vacunas y desarrollar sistemas de produccién que reduzcan el costo mientras aumentan la

inmunogenicidad de los antigenos recombinantes (Almazén et al., 2012).

Vacunacion contra A. marginale

La vacunacion ha sido una forma econdémica y efectiva de controlar parcialmente la
anaplasmosis bovina mundialmente y existen dos tipos de vacunas: vivas y muertas o inactivas
(Rivera 2012; Kocan et al., 2010). Ambos tipos utilizan como antigeno los eritrocitos bovinos
infectados con anaplasmosis e inducen una inmunidad protectiva que previene o atenla la
enfermedad clinica pero ninguno previene que el ganado se infecte de manera persistente

(Kocan et al., 2010).
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Probablemente las cepas de A. marginale puede que no generen proteccion cruzada, ya
sea mediante vacunas vivas 0 antigenos en vacunas inactivas (Kocan et al., 2010). Ahora se
conoce por estudios filogenéticos que en la naturaleza existen mas genotipos de A. marginale
y esto posiblemente se debe al comercio internacional de ganado (de la Fuente et al., 2007a).
Esto sugiere que el desarrollo de vacunas atenuadas que puedan generar proteccion cruzada
contra diversas cepas de A. marginale puede que no sea factible (Kocan et al., 2010).

El éxito del desarrollo de nuevas vacunas usando tecnologias moleculares depende de
su habilidad para inducir inmunidad cruzada entre genotipos, promover la respuesta del
hospedador como sucede en las infecciones naturales o bloquear la infeccion en las células del

hospedador (Kocan et al., 2010).

Vacunas vivas

Las vacunas vivas consisten en la exposicion del ganado mediante inoculacion a
eritrocitos infectados con A. centrale, cepas atenuadas de A. marginale o un método de
infeccion y tratamiento (Kocan et al., 2003).

Para la recoleccion de sangre infectiva, se utilizan terneros esplenectomizados, los
cuales son mantenidos en cuarentena e inoculados experimentalmente con cepas seleccionadas
(Kocan et al., 2010). Se debe considerar que siempre existe el riesgo de que los donadores
tengan una enfermedad hemoparasitaria asintomatica que puede transmitirse a los animales
vacunados (Kocan et al., 2010).

La vacunacion con A. centrale es el método con mayor aceptacion (OIE, 2004) y ha
sido utilizado en Africa, Australia, Israel y Latinoamérica (Kocan et al., 2010; OIE, 2004),

Esta bacteria es menos patdgena e induce una inmunidad parcial cruzada contra A. marginale
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(Kocan et al., 2010; Kuttler & Todorovic, 1973). La infeccion por A. centrale es benigna en
animales menores de 9 meses debido a la inmunidad inespecifica y en adultos se han reportado
reacciones graves después de la vacunacion (OIE, 2004). El desarrollo de la inmunidad tarda
entre 6 a 8 semanas y persiste por varios afios (OIE, 2004).

Kuttler & Todorovic (1973) establecen que el ganado inmunizado con este agente esta
protegido ante el desafio con un aislado virulento de A. marginale de un origen comun. Sin
embargo, Kocan et al. (2010) indican que los resultados con esta vacuna pueden variar
dependiendo del genotipo de A. marginale al que estan expuestos los animales e incluso se han
reportado brotes en poblaciones inmunizadas (Turton et al., 1998). Comldnmente se
recomienda la vacuna de A. centrale congelada porque permite el control de calidad de cada
lote, aunque es mas costosa de producir y su transporte es mas complicado en comparacion
con la vacuna refrigerada (OIE, 2004).

La atenuacion de las cepas de A. marginale se produce mediante irradiacién o por el
paso del organismo a través de hospedadores atipicos como oveja o venado (Kocan et al.,
2003; Kullter & Zaugg, 1988). La proteccion producida por las vacunas atenuadas
generalmente no es efectiva (Kocan et al., 2010).

El método de infeccion y tratamiento radica en infectar a terneros con A. marginale y
después tratarlos con tetraciclina cuando presenten fiebre o se detecte la bacteriemia (Kocan et
al., 2010). Entre las limitaciones de este método se encuentran el requerimiento de monitoreo
constante por lo que no es aplicable en hatos grandes (Kocan et al., 2010) y puede que la
cantidad de eritrocitos infectados sea insuficiente para inducir la respuesta inmune (Rivera,
2012). Kuttler & Todorovic (1973) determinaron que incluso con un tratamiento de

tetraciclina atiempo, se presentaba la enfermedad aguda en los animales infectados.
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Vacunas muertas o inactivadas

La primera vacuna atenuada comercial utilizaba un antigeno liofilizado de A.
marginale recuperada de eritrocitos hemolizados que se combinaba con un adyuvante oleoso
al momento de la aplicacion (Kuttler & Todorovic, 1973). Esta vacuna disminuyd la severidad
de la anaplasmosis y la tasa de mortalidad (Kuttler & Todorovic, 1973) pero presentaba un
alto grado de contaminacion con estroma de eritrocitos, lo que promovia el desarrollo de
isoanticuerpos eritrociticos en los animales vacunados y anemia hemolitica en los terneros, por
lo que se recomendo no vacunar a las vacas en las fases finales de la gestacion (Kocan et al.,
2010). Una vacuna atenuada que logro la produccion a gran escala del antigeno de A.
marginale se utilizo con efectividad hasta que salié del mercado en el afio 1999 (Kocan et al.,
2010) y hasta el momento no existe una vacuna inactivada efectiva para la prevencion de la
anaplasmosis bovina (Ocampo et al., 2008). En el 2012, Rivera report6 que la inoculacion de
cuerpos iniciales de A. marginale inactivados y purificados mezclados con un adyuvante
comercial inducen una proteccion especifica contra anaplasmosis bovina.

Las ventajas que tienen en comparacién a las vacunas vivas son que tienen un menor
riesgo de contaminacion con otros agentes infecciosos, se pueden almacenar a bajo costo y
causan reacciones postvacunales leves (Kocan et al., 2010). Las desventajas son que necesitan
un refuerzo anual, el proceso de purificacion de A. marginale a partir de los eritrocitos es muy
costoso, no generan inmunidad cruzada entre aislados de areas geogréficas distantes y la
inmunidad protectiva que estimulan es usualmente menor a la de las vacunas vivas (Kocan et
al., 2010).

No se conoce la variabilidad de las proteinas de la membrana exterior entre las

poblaciones de A. marginale de diversas regiones geograficas (Suarez & Noh, 2011) pero se
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han identificado cinco proteinas de la membrana exterior, Omps 7-9, Am779 y Am854 que no
varian (Noh et al., 2008) y que se podrian utilizar para el desarrollo futuro de vacunas (Suarez
& Noh, 2011).

La vacuna ideal contra la anaplasmosis seria la que logre inducir inmunidad protectiva
y prevenir la infeccion del ganado y garrapatas, al mismo tiempo que afecte la capacidad
vectorial de las garrapatas (Kocan et al., 2010; Kocan et al., 2003). Para esto se requiere una
mejor compresion de los procesos de inmunidad de A. marginale con la finalidad de
desarrollar técnicas in vitro donde se puedan evaluar distintas formulaciones de vacunas y
también se deben identificar genes especificos involucrados en la colonizacion y transmision

en las garrapatas (Suarez & Noh, 2011).
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METODOLOGIA
Area de estudio

Se realiz6 un estudio seroldgico transversal en las Islas Galapagos (01°40°N 01°36'S y
089°16' y 092°01° W) ubicadas a 972 km al oeste de la costa ecuatoriana (Instituto
Oceanogréafico [INOCAR], 2011) (Mapa 1) especificamente en las zonas altas (> 200 metros
sobre el nivel del mar [msnm]) de las islas Isabela, Santa Cruz y San Cristobal, durante la
temporada seca, en los meses de julio y agosto del afio 2014.

Como referencia en el afio 2013, segun el Instituto Nacional de Meteorologia e
Hidrologia (INAMHI) (2014) la precipitacion acumulada en la region Insular fue de 362.5
milimetros (mm) y su precipitacion maxima en 24 horas fue en el mes de marzo. La
temperatura media anual fue de 24.1 °C, con temperaturas medias maxima y minima de 29.1

°Cy 18.3 °C, respectivamente (INAMHI, 2014).
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Mapa 1. Islas Galapagos. A partir de Alava et al., (2011).
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Estrategia de muestreo

En total se recolectaron 184 muestras sanguineas de bovinos aparentemente sanos de
diferentes razas, géneros y edades (Isabela (46), Santa Cruz (92), San Cristébal (46)). Los
bovinos fueron seleccionados al azar. La seleccion de predios ganaderos se efectué mediante
la base de datos de la ABG. En la isla Isabela se muestrearon 8 predios, en Santa Cruz 17 y en
San Cristdbal 8, dando un total de 33 predios ganaderos.

Al llegar a cada predio, el personal de la ABG se encargd de lacear e inmovilizar a los
bovinos por medio de sogas debido a que en la mayoria de lugares no existian mangas de
manejo (llustracion 5). La recopilacion de informacion se realizé mediante un formulario de
coleccion de muestras (Anexo 1). La toma de muestras sanguineas estuvo a cargo del
veterinario de la ABG. Debido a que A. marginale no se acumula en los capilares (OIE, 2004),
las muestras se recolectaron, mediante el uso de agujas vacutainer, a partir de la vena yugular
en animales jovenes (< 2 afios) (llustracion 6) y de la vena coccigea en animales adultos (> 2
afios) (llustracion 7). Aproximadamente se recolectaron 5 ml de sangre en tubos sin
anticoagulante identificados con el cddigo del animal, predio e isla.

Posteriormente, las muestras sanguineas se depositaron en un cooler con geles
refrigerantes a una temperatura de 4 — 5 °C hasta llegar a las oficinas de la ABG donde fueron
centrifugadas a 1500 revoluciones por minuto (rpm) for 10 minutos (el mismo dia que fueron
obtenidas) para extraer el suero. Esta muestras se colocaron en tubos Eppendorf y se
almacenaron en un congelador a -20 °C hasta su traslado al laboratorio de Entomologia
Médica y Medicina Tropical de la USFQ, en el cual también permanecieron en un congelador
a -20 °C hasta su evaluacion mediante la prueba de ELISA. Durante el muestreo se comprobo

la presencia de vectores y se consultd la medida de control utilizada contra estos.



llustracién 5. Personal de la ABG durante el manejo de un bovino para la toma de muestras.
Fotografia: Omar Almeida.

llustracion 6. Recoleccion de muestras sanguineas de la vena yugular.
Fotografia: Omar Almeida.
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llustracion 7. Recoleccidn de muestras sanguineas a partir de la vena coccigea.
Fotografia: Omar Almeida.

Protocolo del ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas indirecto (ELISA)

La presencia de anticuerpos contra A. marginale se detectdé mediante la prueba de
ELISA indirecta basada en la MSP5 recombinante (SVANOVIR ® A. marginale-Ab, Svanova
Biotech BA, Uppsala, Suecia). El procedimiento completo se realiz6 acorde al protocolo
descrito por el fabricante. Todos los reactivos fueron equilibrados a temperatura ambiente (18-
25 °C) antes de ser utilizados. Se realizo la pre diluciéon de los controles y muestras en una
proporcién 1/40 con el tampon fosfato salino y tween (PBS-tween, por sus siglas en inglés)
(ejemplo: 10 pl de muestra en 390 pul de solucion PBS-tween). Se colocaron 100 pl de
controles negativos y positivos duplicados y de las muestras pre diluidas en los pocillos de las
microplacas recubiertos con antigeno inactivo no infeccioso de A. marginale, los cuales se

sellaron e incubaron a 37 °C por 30 minutos. Despues se lavaron las microplacas 4 veces con



66

la solucién PBS-tween y se adicionaron 100 pl del conjugado liofilizado (peroxidasa de
rabano conjugado con anticuerpos monoclonales IgG anti-rumiantes) diluido a cada pocillo,
luego se sellaron las microplacas y se incubaron a 37 °C por 30 minutos. Se volvieron a lavar
4 veces las microplacas con la solucién PBS-tween y se adicionaron 100 ul de la solucién
sustrato a cada pocillo y se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C). Para
interrumpir la reaccion se afiadieron 100 ul de solucion frenadora a cada pocillo y se procedio
a mezclar bien. Despues de 15 minutos de haber afiadido la solucion frenadora, la densidad
Optica (DO) de las muestras y controles se midié a 450 nandmetros (nm) con un fotémetro
para microplacas (MRX Microplate Reader, DYNEX Technologies, Inc.). La interpretacion de
las muestras y criterios de validez de la prueba se realizaron de acuerdo a las recomendaciones

del fabricante del kit.

Anélisis estadistico

Los datos fueron ingresados, editados y calculados en Microsoft® Office Excel® 2007.
La prueba chi-cuadrado se utilizd para establecer la diferencia estadistica por medio de la
significacion al 95% de confianza entre las prevalencias de A. marginale por isla. Los valores

de P para significancia fueron de P <0.05.
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RESULTADOS
La seroprevalencia general de A. marginale de las tres principales islas del
Archipiélago de Galapagos fue de 64.1% (118/184). La prevalencia méas alta de anticuerpos
contra A. marginale se registré en la isla Isabela (67.4%; 31/46), seguida por Santa Cruz
(64.1%; 59/92) y San Cristobal (60.9%; 28/46) (Grafico 1). La prevalencia de anaplasmosis no

difiere segun la isla (P > 0.05).
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Gréfico 1. Seroprevalencia de A. marginale en bovinos de las islas Galapagos.

Durante la recoleccion de muestras se verificd una infestacion moderada de garrapatas
en los animales evaluados en el estudio, a pesar de que en la mayoria de predios se utilizaba
un acaricida comercial cuyo principio activo pertenecia al grupo piretrinas que se deriva de las
flores secas del piretro Chrysantemum cinerariaefolium como principal y Gnica medida de
control contra los vectores. Para confirmar la informacion de la presencia de ectoparasitos,

algunos especimenes fueron recolectados y transportados al laboratorio para su identificacion.
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La poblacion mas representativa de garrapatas estuvo constituida por Rhipicephalus

(Boophilus) microplus.
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DISCUSION

La seroprevalencia total de A. marginale en bovinos en el archipiélago de las Islas
Galépagos fue de 64.1% y por islas fue de 67.4, 64.1 y 60.9% en lIsabela, Santa Cruz y San
Cristdbal, respectivamente, por lo que serian menores a las seroprevalencias reportadas en la
provincia de Chimborazo-Ecuador (98.0%) (Yéanez, 2013), en la empresa Empresa
Metropolitana de Rastro de Quito (EMRQ) (91,2%) (Soto, 2010), Brasil (89.9%) (Trindade et
al., 2011), Costa Rica (87.5%) (Shebish, Vemulapalli & Oseto, 2012), Mozambique (89.1%)
(Tembue et al., 2011), Brasil (97.0%) (Barros et al., 2005) y Kenia (89.0%) (Maloo et al.,
2001). Sin embargo, serian mayores a las obtenidas en Tanzania (20.0% y 37.0%) (Swai et al.,
2005), Puerto Rico (27.4%) (Urdaz-Rodriguez et al., 2009), Costa Rica (37.2%) (Oliveira et
al., 2011), Bolivia (19.0-32.0%) (Carrique et al., 2000), Pakistan (31.0%) (Atif et al., 2013a)
y Marruecos (16.5%) (Hamou et al., 2012).

En general, la variacion en las seroprevalencias puede correlacionarse a las practicas de
manejo, a las razas criadas en cada region, farmacos y acaricidas empleados para el control de
garrapatas en las diferentes regiones geogréficas (Ashuma et al., 2013), asi como a la
sensibilidad y especificidad de las pruebas seroldgicas usadas en cada estudio (Oliveira et al.,
2011) y estas variaciones en las seroprevalencias de A. marginale entre paises, promueven el
desarrollo de regiones geogréficas con diferentes grados de estabilidad enzoodtica (Silva &
Fonseca, 2013; Kocan et al., 2010). Es asi, que incluso dentro de un &rea considerada
endémicamente estable, los hatos evaluados pueden tener una condicion de inestabilidad, por
lo que es recomendable que en estudios epidemiologicos, se considere a cada predio como una

“unidad epidemioldgica” en donde diferentes factores de riesgo tanto ambientales como
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inmunoldgicos influyen en el estado de endemicidad de A. marginale (Barbosa et al., 2014;
Silva & Fonseca, 2014).

Tomando como referencia lo mencionado por Diaz et al. (2003) acerca de las
condiciones epidemioldgicas de la anaplasmosis, en el caso de los predios estudiados en el
archipiélago de Galdpagos debido a que su seroprevalencia fue menor del 75% es probable
que exista una condicién de inestabilidad enzodtica, donde entre el 10 al 75% de la poblacién
bovina llega a los 9 meses de edad sin enfrentarse a la infeccion de A. marginale, por lo que
no se da la seroconversion y se produce un aumento significativo del riesgo de la enfermedad
en los animales adultos (Diaz et al., 2003). De acuerdo a Goodger et al. (1979) los brotes de
anaplasmosis ocurren con un intervalo de tiempo entre 5 a 7 afios debido al incremento de
animales susceptibles en una region.

Dentro de una condicion de inestabilidad enzootica, Atif et al. (2013b) encontraron una
asociacion significativa (P<0.001) entre diferentes grupos de edades con la anaplasmosis. A
pesar de que el presente estudio no tenia como objetivo la relacion entre la prevalencia de la
enfermedad y las edades de los animales muestreados, se observé una mayor seroprevalencia
en bovinos menores a 2 afos de edad. Por su parte, Atif et al. (2013a) identificaron una
seroprevalencia mas alta de A. marginale en animales mayores a los 4 afios de edad en
comparacion con bovinos menores a 1 afio y entre 1 a 4 afios. En contraste, Ashuma et al.
(2013) reportaron niveles mas elevados de infecciones clinicas y subclinicas en animales
jévenes en comparacion con bovinos adultos y determinaron que la presencia de garrapatas en
un individuo representa un papel significante en la transmision de la enfermedad en animales
menores a un afo. En el estudio realizado por Ashuma et al. (2013), no existio una resistencia

de acuerdo a la edad de los terneros por lo que se considera que estos animales actdan como



71

portadores persistentes y fuentes de infeccion para otros bovinos en el rebafio. Por otro lado,
Hamou et al. (2012), Trindade et al. (2011) y Diaz et al. (2003) reportaron la ausencia de
diferencia significativa entre la edad y la presencia de anaplasmosis.

Estudios previos han demostrado que la edad es un factor determinante en la
inmunidad de los animales contra A. marginale, debido a que los jovenes son mas resistentes a
la infeccion primaria por la presencia de los anticuerpos maternales (Kocan et al., 2003). Es
probable que los animales jovenes se infecten tempranamente (15-60 dias de edad), por lo que
se vuelven resistentes a la enfermedad cuando son adultos. Sin embargo, a lo largo del tiempo,
la falta de exposicién a los vectores impide la reinfeccion del ganado adulto, haciéndolos mas
susceptibles a la manifestacion de la enfermedad clinica (Barbosa et al., 2014). Segun Hamou
et al. (2012) describen que el ganado de todas las edades es susceptible a la anaplasmosis pero
la severidad de la infeccion se relaciona directamente con la edad, por lo que en animales
mayores la enfermedad clinica es mas severa. Kiara et al. (2014) y Silva et al. (2006) indican
que la cantidad de anticuerpos maternos contra A. marginale disminuye desde el nacimiento
hasta la semana 16 de vida y después la proporcion de animales seropositivos aumenta
probablemente por la generacién de anticuerpos enddgenos tras la exposicion al agente causal.
Por lo que se sugiere que se deben implementar medidas preventivas en las granjas ya que los
terneros se pueden infectar desde las primeras semanas de vida por contacto con las garrapatas
de su madre o insectos hematéfagos (Kiara et al., 2014; Silva et al., 2006).

Hamou et al. (2012) identificaron una diferencia estadisticamente significante (P<0.05)
en la seroprevalencia de anaplasmosis segun el clima. Sin embargo, en el presente estudio no
existid una diferencia significativa (P>0.05) entre las seroprevalencias de las tres islas

evaluadas durante la temporada seca. De acuerdo a Simuunza et al. (2011) lo recomendable es
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realizar el muestreo en las diferentes temporadas climaticas, ya que durante la época hiumeda
puede haber un incremento de los casos detectados debido a la mayor actividad de los vectores
mientras que en la temporada seca existe menos actividad de las garrapatas y los terneros
nacidos en esta época no se enfrentan a la enfermedad hasta la temporada de lluvia donde
existe el pico de abundancia de los vectores (Simuunza et al., 2011).

Con respecto al sexo, Atif et al (2013b) reportaron que aunque existid una
seroprevalencia més alta en hembras no se demostré una diferencia estadistica significativa
(P>0.05) comparada con la de los machos, lo que concuerda con los resultados de Hamou et
al. (2012) y Diaz et al. (2003). Barbosa et al. (2014) establecieron que las hembras de bufalo
gestantes tienen mayor probabilidad de exhibir anticuerpos contra A. marginale en
comparacion con las hembras no gestantes debido a la inmunosupresion inespecifica que
sucede durante la prefiez. Paralelamente, Silva & Fonseca (2013) reportaron que las vacas
primiparas tuvieron 88% mas riesgo de ser seropositivas en comparacion con las hembras
multiparas (Silva & Fonseca, 2013).

Por otra parte, bajos titulos de anticuerpos contra A. marginale en el periparto indican
que es un periodo propicio para el desarrollo de anaplasmosis clinica y transmision
transplacentaria (Barbosa & da Fonseca, 2013) por lo que las vacas en este periodo deben ser
consideradas como un grupo en riesgo (Silva & Fonseca, 2014; Silva & Fonseca, 2013).
Ademas, estos autores determinaron que aparte de la gestacién, la lactancia influye
significativamente (P <0.05) en la seropositividad de los animales ya que las vacas con una
alta produccion de leche fueron 63% mas seropositivas que aquellas con baja produccion, lo
que genéticamente se puede asociar a una baja cantidad de anticuerpos contra A. marginale

(Silva & Fonseca, 2013).
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La infestacion por garrapatas tambien es otro factor de riesgo para la presencia de
anaplasmosis en un area (Barbosa et al., 2014; Silva & Fonseca, 2013; Hornok et al., 2012) y
principalmente para el establecimiento de condiciones de estabilidad o inestabilidad enzootica.
En los predios analizados del archipiélago de Galapagos se comprob6 que la poblacién de
garrapatas esta principalmente constituida por la especie Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
lo que concuerda con lo establecido por Yéanez (2013) en la provincia de Chimborazo.
Adicionalmente, este hallazgo indica que las condiciones climaticas del archipiélago son
favorables para el ciclo de vida de la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Otros factores asociados significativamente (P<0.05) con la prevalencia de A.
marginale son la estabulacion, frecuencia moderada de aplicacién de acaricidas, uso de
ivermectina y material quirargico o de muestreo no estéril (Ashuma et al., 2013; Atif et al.,
2013a). Por su parte, Hornok et al. (2012) y Swai et al. (2005) mencionan que existe una
mayor prevalencia de A. marginale en el ganado que pastorea en comparacion con el que esta
estabulado y tanto Ashuma et al. (2013) como Silva & Fonseca, (2013) indican que el
hacinamiento promueve la infeccion debido a la rdpida diseminacion mediante factores
directos e indirectos relacionados a los mecanismo de transmision de anaplasmosis. En cuanto
a la ivermectina, Atif et al. (2013a) reportaron que su uso indiscriminado y facil disponibilidad
en tiendas agropecuarias pueden ser las posibles razones para el desarrollo de resistencia por
parte de las garrapatas y mayores niveles de prevalencia de anaplasmosis en el hato. Oliveira
et al. (2011) encontraron que las probabilidades de seropositividad de anaplasmosis aumentan
con la presencia de tabanos, moscas del establo (Stomoxys calcitrans), uso combinado de
repelentes en presentaciones en spray y pour-on a intervalos de mas de 60 dias y control de

garrapatas mediante pulverizacion a intervalos de 22 y 45 dias.
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En los predios evaluados, la principal y en la mayoria Unica medida de control contra
las garrapatas consistia en el empleo del acaricida del grupo piretrina que se deriva de las
flores secas del piretro Chrysantemum cinerariaefolium en presentacion spray, con una
frecuencia de aplicacion basada en el criterio del personal de cada predio sin supervision de un
veterinario. Este empleo empirico de acaricidas constituye un factor de riesgo importante para
la presencia de anaplasmosis, ya que se conoce que la infestacion por garrapatas se
correlaciona con la presencia de anticuerpos contra A. marginale (Barbosa et al., 2014; Silva
& Fonseca, 2013). Por lo que los métodos de control de las garrapatas deben proveer un nivel
moderado de vectores, suficiente para permitir la infeccién temprana de los terneros y
estimular la inmunidad humoral sin que presenten signos aparentes de anaplasmosis y de esta
forma mantener el estado inmunitario en la adultez por medio de reinfecciones que no son
clinicamente aparentes (Barbosa et al., 2014; Corona & Martinez, 2011).

Es probable que en Galapagos exista una transmision infrecuente de A. marginale
debido a una baja exposicion a los vectores (Guglielmone, 1995), lo que provoca un
desbalance en la relacion entre el paréasito y el hospedador, lo que origina una condicién de
inestabilidad enzodtica artificial, en la cual los casos clinicos ocurren estacionalmente y
coinciden con el periodo de actividad méxima de los vectores (Pérez, Leroy & Carrillo, 1980).
A pesar de que en la mayoria de predios evaluados se indic6 que no han existido casos
compatibles con anaplasmosis, es muy probable que los signos clinicos sean confundidos con
otras enfermedades y subdiagnosticados debido al bajo grado de asistencia veterinaria y
desconocimiento de la enfermedad por parte de los propietarios.

Adicionalmente, es posible que la asociacion entre la seroprevalencia y las medidas de

control se deba a que los vectores de A. marginale han desarrollado resistencia a los pesticidas
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(Oliveira et al., 2011). Esto se puede dar por el uso inadecuado del equipo, dilucién incorrecta
del producto, insuficiente tiempo de contacto del producto con el animal y una cobertura
incompleta del cuerpo del bovino (Swai et al., 2005). Por otro lado, puede que la frecuencia de
aplicacion de garrapaticidas interrumpa el ciclo de transmision de A. marginale como lo
mencionan Rios et al. (2010) en el caso de Babesia spp., donde valores de seroprevalencia
menores del 75% se relacionan con la administracion de garrapaticidas con una frecuencia
menor a 90 dias. Por lo que recomiendan en base a un analisis de regresion logistica, la
aplicacion de un tratamiento garrapaticida cada 90 dias ya que esta asociado a valores de
seroprevalencia indicativos de una zona endémicamente estable (Rios et al., 2010).

Por otro lado, el tipo de produccion (carne, leche, mixta), el tamafio de la ganaderia,
fuente de los animales (importados vs. razas locales) e instrumentos comunes (harigueras,
alicates para areteo, descornadores) no representan elementos significativos para la presencia
de la anaplasmosis (P>0.05) (Atif et al., 2013a). Gralén (2009) también reporta que el tamafio
del rebafio no influye significativamente (P>0.05) en la seropositividad de A. marginale,
mientras que un manejo inadecuado y la falta de medidas de control contra las garrapatas se
asocian con un mayor nivel de anaplasmosis.

La prueba ELISA indirecto MSP-5 recombinante, empleada en este estudio, fue
desarrollada por Morzaria et al. (1999) y tiene una sensibilidad de 96.9% y especificidad del
100% (Araujo et al., 2004). Knowles et al. (1996) indican que bajo condiciones naturales, el
numero de rickettsias inoculado por vectores bioldgicos o0 mecanicos puede ser
significativamente mayor que 10° cantidad suficiente para promover el desarrollo de niveles

de anticuerpos contra MSP5 detectables en el punto de corte.
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Por su parte, Kocan et al. (2010) mencionan que no se ha determinado la reactividad
cruzada de la prueba ELISA indirecto MSP-5 recombinante con otras especies de Anaplasma,
tomando como base el alto grado de conservacion de la secuencia de MSP5 entre las
diferentes cepas de A. marginale, como también entre A. marginale, A. centrale y A.
phagocytophilum. Se debe considerar que las pruebas seroldgicas son una alternativa menos
costosa para el diagndstico de infecciones cronicas de A. marginale pero no son capaces de
revelar el perfil exacto de la prevalencia de la infeccion en un punto determinado, ya que el
nivel de anticuerpos detectables puede permanecer en el animal por un periodo largo de
tiempo, incluso después de la eliminacién del agente infeccioso (Shebish et al., 2012).

Por otro lado, las técnicas moleculares detectan al agente causal pero no a los
subproductos de la infeccidn (Shebish et al., 2012). Al respecto, Corona & Martinez (2011)
detectaron niveles de bacteriemia tan bajos de hasta 0.000025% de A. marginale en animales
sin signos clinicos mediante la amplificacion por PCR del gen msp5. Por lo que se debe tomar
en cuenta que la prevalencia puede variar dependiendo de la técnica diagnostica empleada. Por
ejemplo, Shebish et al. (2012) reportaron tasas de prevalencia de A. marginale diferentes
mediante ELISA (87.7%) y PCR tiempo real (56.9%), al igual que Barbosa et al. (2014) que
encontraron una prevalencia de A. marginale de 43.4% mediante ELISA y de 5.4% por PCR.
No obstante, Hamou et al. (2012) encontraron una prevalencia total de A. marginale de 21.9%
mediante PCR anidado y 16.5% por ELISA competitivo (CELISA) y sugieren que ambas
técnicas son excelentes herramientas para estudios epidemioldgicos y programas de control.
La técnica de PCR es recomendada como el método diagndstico ideal por Soto (2010), debido

a su capacidad de detectar desde 0,00001051 ng/uL de ADN gendmico de A. marginale y la
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técnica de cELISA como prueba de screening para trabajos epidemiologicos por sus niveles
altos de sensiblidad y especificidad, menor costo y facil implementacion.

Para la creacion de estrategias de control de la anaplasmosis en los tropicos se deben
tomar en cuenta factores de riesgo como la raza, produccion lechera, densidad del hato e
infestaciones por Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Barbosa & da Fonseca, 2013). El
control de garrapatas mediante acaricidas y algunas vacunas contra Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, se deben emplear principalmente para la proteccion del ganado lechero
susceptible Bos taurus en sistemas de produccion extensivos y no es justificable su aplicacién
en otros casos ya que esto incrementa el nivel de inestabilidad enzodtica (Carrique et al.,
2000). La vacunacion contra patdgenos transmitidos por garrapatas tiene el potencial en el
futuro de crear un estado de estabilidad enzodtica artificial en el ganado cuyo rendimiento
comercial permitiria una relacion costo-beneficio favorable (Carrique et al., 2000). De acuerdo
a la FAO (2003), se recomienda a los propietarios el uso de acaricidas para reducir la
poblacion de garrapatas junto con la vacunacién para disminuir la tasa de retorno. Sin
embargo, en Ecuador no existen vacunas comerciales registradas para el control de la
anaplasmosis bovina y las caracteristicas de bioseguridad en el archipiélago conjuntamente
con las leyes locales no permitirian su utilizacion.

Por el momento, la forma mas real para el control sustentable de vectores tanto a
mediano y largo plazo es la combinacion de Buenas Précticas Ganaderas (BPG) junto con los
principios del Manejo Integral de Plagas (MIP) y un uso racional de pesticidas, para esto se
debe considerar el manejo operativo de la produccion, los resultados del diagndstico de
resistencia parasitaria y la aplicabilidad de las opciones de control no quimicas disponibles

(Henrioud, 2011; Vasanthachar et al., 2014). Ademas, es importante considerar que para
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comprender la epidemiologia de la anaplasmosis se deben analizar en conjunto los factores
ambientales como: tipo de pasto, densidad animal, densidad de los vectores y medidas de
control para clasificar el riesgo de la presencia de la enfermedad en areas endémicas (Silva &

Fonseca, 2013).
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CONCLUSIONES

Este estudio confirma la presencia de un nivel de seroprevalencia moderado de A.
marginale en bovinos de las islas Santa Cruz, Isabela y San Cristdbal del archipiélago de
Gal&pagos mediante la prueba ELISA indirecto MSP-5 recombinante. Por lo que es probable
que exista una condicion de inestabilidad enzootica por deficiencias en el control de los
vectores, principalmente por el uso inapropiado de los acaricidas, lo que ocasiona una
transmision irregular de A. marginale provocando que los animales adultos sean mas
susceptibles al desarrollo de la enfermedad debido a que posiblemente presentan niveles de
anticuerpos mas bajos en comparacién con los bovinos jovenes.

A pesar de que no existié diferencia entre las seroprevalencias de las islas, se deberia
realizar otro estudio en la temporada caliente para establecer la seroprevalencia de
anaplasmosis en esa época y compararla con la obtenida en este trabajo, para determinar si el
clima es un factor de riesgo en ese ecosistema.

La prueba ELISA indirecto MSP-5 recombinante logré identificar los anticuerpos
contra A. marginale con un grado minimo de dificultad en su elaboracién y en poco tiempo.
Por lo que se sugiere que se la puede emplear en otros estudios epidemiol6gicos en
combinacién con métodos moleculares para obtener un alto grado de precision en la
identificacion de A. marginale.

Cada granja debe ser considerada como una “unidad epidemiologica” donde distintas
combinaciones de resistencia contra acaricidas y factores de riesgo de la enfermedad pueden

estar presentes.
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RECOMENDACIONES

La informacion de seroprevalencia sefialada en este estudio debe utilizarse para evitar
brotes de anaplasmosis por la introduccion de animales foraneos en esta region o por el
traslado de bovinos de las islas evaluadas a zonas en las cuales el estado epidemioldgico de la
enfermedad es desconocido. Sin embargo, debido al tamafio de la muestra y posibles
reacciones cruzadas en los resultados del kit de ELISA, se sugiere realizar un estudio mas
amplio para validar la prueba y emplear técnicas moleculares para ratificar los hallazgos de
este estudio.

Informar y capacitar a los ganaderos y servicios veterinarios acerca de la anaplasmosis
asi como de los beneficios, limitaciones y potenciales desventajas del MIP y uso racional de
acaricidas que se pueden emplear para la prevencion y control de ectoparéasitos, especialmente
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus junto con el empleo de BPG para construir zonas
endémicamente estables.

También se deben realizar investigaciones utilizando la prueba de inmersién de
garrapatas adultas de R. (Boophilus) microplus u otras técnicas de diagnostico y metodologias
de muestreo apropiadas para conocer si existe resistencia contra los principales productos
quimicos utilizados para el control de esta garrapata.

Debido a que en este estudio no se consideraron las razas ni edades especificas ni se
realizaron examenes clinicos a los animales muestreados, se recomienda elaborar mas
investigaciones para determinar los factores de riesgo asociados a la anaplasmosis y otras
enfermedades hemoparasitarias, entender su epidemiologia y prevalencia en mas predios del

archipiélago ya que son importantes para el disefio e implementacion de estrategias de
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prevencion y control costo-efectivas, para lo cual se requiere la integracion entre
investigadores, agencias de salud publica, gobierno y sociedad.

Se deben implementar o mejorar los sistemas de monitoreo en los camales debido al
incorrecto uso de acaricidas para proteger la seguridad de los alimentos y competitividad de
los productos de origen animal en mercados locales e internacionales mediante la
implementacion de sistemas de trazabilidad.

Se debe utilizar una prueba diagnostica sensible, especifica, reproducible, econémica y
confiable para la identificacion de animales portadores de A. marginale para lo cual se
requiere la asistencia financiera por parte del gobierno para conseguir las pruebas de
diagnostico rutinario asi como promover la formacién de alianzas con laboratorios centrales de
investigacion o universidades.

Adicionalmente, se deben realizar estudios para establecer la eficacia de las vacunas
comerciales empleadas en otros paises e iniciar con analisis genéticos a nivel nacional para
determinar la transmisibilidad de A. marginale por garrapatas y establecer una base de datos
que se pueda utilizar para el disefio de antigenos vacunales y vacunas especificas para cada

region del pais.
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Anexo 1: Formulario de coleccion de garrapatas utilizado durante el muestreo seroldgico.

FORMULARIO DE TOMA DE MUESTRAS

A. LOCALIZACION GEOGRAFICA

PROPIETARIO NOMBRE PREDIO/GRANJA
DIRECCION UBICACION GEOGRAFICA
X: Y:
TELEF: CEL:
B. DATOS DE LA MUESTRA
TIPO DE EXPLOTACION N ANIMALES ENFERMOS
N ANIMALES
N TOTAL DE ANIMALES MUESTREADOS
VACUNA
APLICADA/ FECHA DE RECOLECTA
FECHA VACUNACION
C. LISTA DE MUESTRA
COLESTADAS
NUMERO IDENTIFICACION CATEGORIA SINTOMAS
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

D. DATOS ADICIONALES
(Historia, signos clinicos, hallazgos post morten, comentarios, diagnostico

tentativo, vacunas, etc)
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