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RESUMEN: Anaplasma marginale es una Rickettsia que parasita los eritrocitos maduros del ganado bovino,
provocando grandes pérdidas econdmicas en las regiones tropicales y subtropicales. La enfermedad se
caracteriza por marcada anemia hemolitica, disminucién del peso, aborto y en ocasiones la muerte. Los animales
que logran recuperarse de la fase aguda de la enfermedad permanecen persistentemente infectados y se
convierten en reservorio para la transmision de la misma a los animales sanos, por lo que se hace necesario
poder contar con técnicas de diagndstico mas sensibles para ser utilizadas en el movimiento internacional de
ganado hacia zonas libres de la enfermedad, que permitan la deteccion de animales portadores, asi como para
conocer la prevalencia de la enfermedad en las regiones tropicales y subtropicales. Para el diagndstico de la
anaplasmaosis se utilizan diferentes técnicas, dentro de las que se incluyen para la deteccion del agente, la
tincion con Giemsa a los frotis sanguineos; la inoculacion de animales esplenectomizados, que constituye el
estandar de oro del diagnéstico de la enfermedad y los métodos de diagnéstico molecular, los cuales se utilizan
en la actualidad para el movimiento internacional de ganado, debido a su sensibilidad y especificidad. Para la
deteccion de anticuerpos, la fijacion del complemento fue muy utilizada hasta hace unas décadas. La
aglutinacidn en tarjeta, la inmunofluorescencia indirecta y las pruebas ELISA son las mas utilizadas para la
deteccién de anticuerpos, pero muchas de estas técnicas utilizan antigenos crudos, contaminados con
membranas del eritrocito, lo que da como resultado un nimero elevado de falsos negativos cuando se analizan
animales persistentemente infectados. Los avances recientes y el desarrollo de nuevas metodologias de
diagndstico pueden proporcionar grandes ventajas en la mejora en el diagndstico de esta entidad. En el presente
trabajo se expone las tendencias que existen en el diagnostico de Anaplasma marginale.
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Tendencies in diagnostic of bovine anaplasmosis

ABSTRACT: Anaplasma marginale is a Rickettsia infecting mature erythrocytes of cattle, causing great
economic losses in tropical and subtropical regions. The disease is characterized by a marked hemolytic anemia,
weight loss, abortion and sometimes death. Animals, which recover from the acute phase of the disease, stay
persistently infected and become reservoir for transmission to healthy animals. There is a need of more sensitive
diagnostic techniques to be used in the international movement of livestock towards disease free areas, which
allow the detection of carrier animals, as well as to determine the prevalence of the disease in tropical and
subtropical regions. For anaplasmosis diagnostic, different techniques are used, among them, agent detection,
Giemsa staining to blood smears, inoculation of splenectomized animals, which is the gold standard for diagnosing
the disease and the molecular diagnostic methods, which are currently used for the international movement of
livestock, because of their sensitivity and specificity. For the detection of antibodies, a complement fixation
has been extensively used since a few decades. Card agglutination, indirect immunofluorescence and ELISA
tests are the most commonly used for the detection of antibodies, but many of these techniques use crude
antigens, contaminated with erythrocyte membranes, which results in a high number of false negatives when
persistently infected animals are analyzed. Recent advances and development of new diagnostic methodologies
can provide great benefits in improving the diagnostic of this entity. This study discusses the trends existing in
the diagnostic of Anaplasma marginale.
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Taxonomiay Filogenia: Anaplasma marginale se
consideré como un protozoo hematico durante mucho
tiempo (1). Las investigaciones ulteriores demostraron
que se clasifica dentro del Orden Rickettsiales, Fami-
lia Anaplasmataceae, Género Anaplasma. Los orga-
nismos pertenecientes a este orden fueron
reclasificados en base a los genes del 16S del RNAr,
los genes groESL y los que codifican para las protei-
nas de superficie (2) y fueron asignados a dos Fami-
lias: Anaplasmataceae y Rickettsiae. Dentro de la fa-
milia Anaplasmataceae se incluyeron los géneros
Anaplasma, Ehrlichia, Wolbachia, Neorickettsia y den-
tro del género Anaplasma, se incluyen tres especies
que afectan los rumiantes: A. marginale, A. marginale
ss. centrale (referida como A. centrale) y A. ovis. Con
esta reclasificacion también quedaron incluidas en este
género las especies A. phagocytophilum (incluye a
Ehrlichia equi, E. phagocytophila y el agente causal
de la ehrlichiosis granulocitica humana), Anaplasma
bovis (E. bovis) y Anapalsma platys (E. platys) (2).

Diagnéstico de la enfermedad: El control de la
anaplasmosis, necesita de métodos de diagnostico que
permitan conocer la prevalencia del microorganismo
en las diferentes zonas de los paises tropicales y
subtropicales, ademas que permitan identificar de for-
ma segura los animales portadores para el movimiento
de animales a zonas libres del hemoparasito (3).

El diagnéstico diferencial de fiebre, anemia
hemolitica aguda e icterus en el ganado adulto incluye
babesiosis, eperytrozoonosis, theileriosis, leptospirosis,
hemoglobinuria bacilar, hemoglobinuria postparto, toxi-
cidad por plantas y antrax. La ausencia de
hemoglobinuria en caso de anemia aguda, apoyada
por la identificacién del eritrocito parasitado, diferencia
estas otras enfermedades hemoliticas de la
anaplasmosis clinica (4).

El diagnostico de la anaplasmosis se dificulta debi-
do fundamentalmente a lo dificil de detectar los anima-
les portadores, ya que no hay sintomas clinicos que lo
diferencien de los bovinos no infectados, y los cuerpos
de inclusion dentro de los glébulos rojos no son lo su-
ficientemente numerosos como para ser detectados
por los métodos tradicionales (5).

Métodos directos:

Estandar de oro: Para la deteccion de animales
persistentemente infectados el método que se consi-
dera el estandar de oro, consiste en la subinoculacion
de eritrocitos infectados con A. marginale, en anima-
les susceptibles esplenectomizados. Sin embargo, este
procedimiento no es practico en las pruebas de rutina
por la manipulacion quirdrgica que conlleva y porque
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proporciona poca informacion sobre los niveles de
parasitemia (6).

Visualizacion al microscopio de frotis de san-
gre tefiidos con Giemsa: Entre otras técnicas utili-
zadas para detectar el organismo se incluye la visuali-
zacion al microscopio de los frotis de sangre tefiidos
con Giemsa (7). Esta es la técnica diagnostica de
referencia y el método mas comun para la identifica-
cioén de A. marginale en animales con infeccion clinica
(8). Sin embargo, cuando el animal esta en la fase
cronica o en el estadio de portador no expresa un ele-
vado nivel de parasitemia como para ser detectado por
la tincion (9).

Este es un método confiable, barato y capaz de de-
tectar niveles de parasitemia de 0.1 a 0.2%, o sea, s6lo
pude detectar niveles mayores a 108 eritrocitos infecta-
dos por mililitro de sangre (10), ademas, resulta tedio-
S0, no apropiado para un gran nimero de muestras e
incapaz de discernir con facilidad cuando el eritrocito
esta invadido por A. marginale o por A. centrale (6).

Hibridacién de acidos nucleicos: La hibridacion
de acidos nucleicos, constituye una prueba sensible y
especifica para el diagndstico. En el diagndstico de A.
marginale se han utilizado sondas de ADN genoémico
(11) y recombinantes, basadas en ADN (12) o ARN (13),
pero en ocasiones la limitada sensibilidad diagnéstica
de la sonda no permite la deteccién de portadores sa-
nos con muy bajo nivel de parasitemia (14).

Con una sonda de ARNm derivada del gen mspla,
se logré mejorar la sensibilidad, detectandose niveles
de parasitemia entre 0.0025 y 0.000025 % en los por-
tadores sanos. Esto hace que la prueba sea 4000 ve-
ces mas sensible que la microscopia Optica, ademas
de que es capaz de detectar la infeccion en estadios
tempranos, lo que resulta de gran importancia para
evitar las pérdidas que ocasiona esta enfermedad (13).

La sensibilidad de este ensayo resulté il para la
deteccion de niveles de infeccion en garrapatas y para
la identificacion de ganado persistentemente infecta-
do, ademas de determinar la prevalencia e incidencia
de garrapatas infectadas en areas enzodticas (12).

Kocan et al. (15), desarrollaron una sonda de ADN
no radioactiva para detectar A. marginale en ganado
bovino y garrapatas, mostrando igual sensibilidad y
especificidad que las sondas radioactivas, ademas de
poder ser utilizada en la hibridacién «in situ «.

Reaccion en cadena de la polimerasa: La sen-
sibilidad y especificidad del PCR resultan de gran valor
para la identificaciéon de patégenos. Figueroa et al. (16),
desarrollaron un PCR multiple para la deteccion de B.



bovis, B. bigemina y A. marginale a partir de sangre
de bovinos. Coronay Martinez (17), realizaron la de-
teccion de Anaplasma marginale en bovinos sin sinto-
mas clinicos de la enfermedad utilizando la amplifica-
cion por PCR del gen msp5 de este hemoparasito.

Torioni et al. (18), optimizaron un PCR anidado
(PCRn) acoplado con andlisis de secuencia e hibrida-
cion para identificar el gen msp5 de A. marginale, ca-
paz de detectar hasta 30 eritrocitos infectados por
mililitro de sangre, lo cual lo hace de 10-100 veces
mas sensible que los ensayos de PCR previamente
descritos, sondas de ARN y ensayos de hibridacion.
El PCRn unido con la hibridacion resulta un método
altamente sensible y especifico para detectar anima-
les infectados con A. marginale (18).

La utilizaciéon del nPCR para la deteccién de
Anaplasma marginale en bafalos de Cuba, resulté al-
tamente sensible y especifico para el diagnéstico de
la anaplasmosis en animales portadores (19).

Georges et al. (20) desarrollaron un método de hi-
bridacion reversay PCR (de su siga en ingés RLB) de
las regiones 16S 6 18S del ARNr para la deteccion de
hemoparasitos en bovinos, demostrando una gran pre-
valencia de infecciones mezcladas, lo que indica que
animales infectados con Babesia spp., estaban tam-
bién infectados con Theileria spp. 6 Anaplasma spp.

La insuficiente sensibilidad y especificidad de los
ensayos de diagnéstico de Anaplasma spp., el poten-
cial de reaccion cruzada entre especies de este géne-
roy la necesidad de determinar el estado de infeccion
de los animales ha llevado al desarrollo de ensayos de
real time-PCR para el diagndstico de Anaplasma
marginale.

El uso de un ensayo de PCR en tiempo real, basa-
do en sondas TagMan, para el diagnéstico de la infec-
cién por A. marginale resulté altamente especifico ya
gue no mostré reacciones cruzadas con otras espe-
cies de Anaplasma presentes en rumiantes, incluyen-
do la especie Anaplasma centrale, estrechamente
relacionada u otros hemoparasitos de rumiantes
(Anaplasma bovis, Anaplasma ovis, Anaplasma
phagocytophilum, Babesia bovis, Babesia bigemina,
Theileria annulata y Theileria buffeli) (21). El estable-
cimiento de este PCR en tiempo real puede superar
las limitaciones de los métodos de diagndstico exis-
tentes, permitiendo la deteccién y cuantificacion si-
multanea del ADN de A. marginale presente en sangre
bovina, lo que resulta esencial para apoyar el diagnoés-
tico clinico y evaluar el estado de portador de los ani-
males, la eficacia de las vacunas y los medicamentos
antirickettsiales.
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Por su parte, Decaro et al. (22) desarrollaron un
duplex real-time PCR para la deteccion y cuantificacion
simultanea de A. marginale y A. centrale, recomen-
dando este ensayo como una poderosa herramienta
para la deteccioén y diferenciacion de ambas especies,
lo que mejorara el diagnostico de estas rickettsias
hemoparasitas. Este ensayo cuantitativo podria ser muy
Gtil para estudiar la patogénesis de la infeccion por A.
marginale en el ganado bovino. El ensayo fue capaz
de detectar de 10! a 10? copias de A. marginale y A.
centrale, respectivamente, con optima especificidad y
reproducibilidad. Este ensayo demostré que puede
detectar y cuantificar dos especies de Anaplasma, alin
si estan presentes en la misma muestra, por lo que
puede ser usado en estudios de patogénesis en la
anaplasmosis bovina aguda.

Recientemente Reinbold et al. (23) desarrollaron
un ensayo qRT-PCR real time que detecta 100 copias
del 16S rRNA de A. marginale y A. phagocytophilum.
La habilidad de este ensayo de determinar el estado
de infeccion del ganado es esencial para el desarrollo
de programas de control de la anaplasmosis, para la
correcta clasificacion del estado de infeccion del ga-
nado antes de exportarlo y para testificar el estado de
ganado libre para el movimiento de ganado de regio-
nes donde la enfermedad es endémica, a regiones
donde nolo es.

Métodos indirectos:

Ensayos seroldgicos: Las pruebas seroldgicas son
de gran importancia para estudios epidemiolégicos con
el objetivo de caracterizar areas de estabilidad e ines-
tabilidad enzodtica. La aplicacion de estas pruebas
resulta relevante en lugares donde se practique el con-
trol intensivo de garrapatas, en los centros de insemi-
naciony transferencia de embriones, asi como en los
lugares donde se produzcan animales de elite o
reproductores puros, relacionados también con la in-
dustria lechera (24).

El diagnéstico seroldgico incluye pruebas como fi-
jacion del complemento, aglutinacion en tubos capila-
res, aglutinacion rapida en tarjeta, ensayos de IFl, y
las pruebas Dot-ELISA y ELISA. Las pruebas
seroldgicas como fijacion del complemento y agluti-
nacion en tarjeta, fueron los métodos mas cominmen-
te utilizados para detectar animales infectados con A.
marginale en el campoy son aceptados para el movi-
miento de animales a nivel internacional (8).

Algunos de estos ensayos para la deteccion de
anticuerpos utilizan antigenos crudos obtenidos de A.
maginale parcialmente purificado, lo que provoca que
se pierda la sensibilidad y especificidad que se re-
quiere para un diagnostico eficaz (25).
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Fijacion del complemento: Esta prueba utiliza
el proceso estandar de fijacion del complemento. El
antigeno consiste en cuerpos de Anaplasma que se
han separado del eritrocito por lisis (26). Este ha sido
uno de los métodos mas utilizados para detectar ani-
males infectados con A. marginale, en el campo. Sin
embargo, existen evidencias de que su sensibilidad es
baja y tiene errores por su limitada habilidad para de-
tectar bajos niveles de anticuerpos. Puede ser utiliza-
da como una prueba de monitoreo, pero no para los
programas de erradicacion, ya que muchos animales
infectados pueden ser diagnosticados como negativos,
pues no es capaz de detectar anticuerpos contra A.
marginale en animales portadores (27). Existen otras
desventajas entre las que se encuentran la compleji-
dady laboriosidad que requiere y la baja especificidad
y sensibilidad diagnostica, sobre todo en paises don-
de hay presente enfermedades hemoprotozoarias (28).

Pruebas de aglutinacién: Se han descrito dos
pruebas de aglutinacion: la aglutinacién en tubos capi-
lares vy la aglutinacién rapida en placa (29). Esta téc-
nica puede ser desarrollada en el laboratorio o en el
campo, dando el resultado en muy pocos minutos, pero
existe un gran problema con las reacciones no especi-
ficas. Sin embargo, algunos autores recomiendan la
prueba de aglutinacion en tarjeta, como un ensayo que
todavia tiene utilidad en algunas situaciones debido a
su bajo costo, sencillez técnica, y la rapidez de los
resultados (30).

Inmunofluorescenciaindirecta de anticuerpos
(IFI): Esta prueba se ha utilizado para el diagnéstico
de anaplasmosis y frecuentemente se ha considerado
una prueba sensible; sin embargo, por sus caracteris-
ticas en ocasiones se considera no Util, pues pueden
ocurrir reacciones falsas positivas, que se atribuyen al
largo periodo de incubacion de esta enfermedad (12).

Goffetal. (12) y Montenegro-James et al. (31) re-
portaron ensayos de IFl, los cuales presentan un nu-
mero alto de reacciones falsas positivas y un alto fon-
do de fluorescencia. McGuire et al. (32), realizaron una
IFI donde utilizaron como antigeno una muestra cruda
de A. marginale, contaminado con membranas
eritrocitarias, dando una serie de resultados falsos
positivos y falsos negativos en el ganado infectado de
forma aguda y en el convaleciente; en el ganado
persistentemente infectado se observo un porciento de
falsos negativos.

ELISA: Se han desarrollado pruebas ELISA para
identificar anticuerpos contra A. marginale en suero
bovino (33, 34). EI ELISA es una prueba sensible, es-
pecificay brinda la posibilidad de una mejor interpreta-
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cion de los resultados, cuando se compara con las
técnicas antes mencionadas.

El uso de la proteina MSP5 como antigeno ha mos-
trado buenos resultados en la deteccion de diferentes
especies del género Anaplasma (33). Para mejorar
los parametros de sensibilidad y especificidad de es-
tos ensayos se han desarrollado técnicas de diagnés-
tico utilizando anticuerpos monoclonales y antigenos
recombinantes (34, 18).

El establecimiento de un ensayo de ELISA compe-
titivo (18), utilizando la proteina recombinante MSP5,
permitié el incremento de la sensibilidad a un 96 %y
la especificidad de un 95 %, pudiendo detectar las in-
fecciones persistentes del parasito, por lo que los au-
tores sugieren esta técnica para estudios
epidemioldgicos, programas de erradicacion y para la
regulacion internacional para el movimiento del gana-
do. La utilizacién de un rMSP5 cELISA demostré que
este es altamente especifico para el diagnéstico
serolégico de anaplasmosis en ganado de
Norteamérica. Sin embargo, este ELISAc MSP5 no
diferencia las especies de Anaplasma en regiones geo-
graficas donde exista la co-infeccién con A. marginale,
A. phagocytophylum 6 A. centrale (35, 36, 37). La se-
cuencia de MSP5 es altamente conservada y por lo
tanto similar entre las cepas de A. marginale, A.
centrale y A. phagocytophilum (38).

Reyna-Bello et al. (39), desarrollaron un ensayo
ELISA para el diagnoéstico serolégico de la
anaplasmosis bovina con la proteina MSP5 de A.
marginale. EI ELISA mostré una seroprevalencia de la
enfermedad de un 47 %, con sueros de campo de dife-
rentes regiones geograficas de Venezuela lo que coin-
cidi6 con los resultados de los estudios epidemiolégicos
realizados. Estos resultados confirman la importancia
de la MSP5 como un antigeno Uutil para el diagnostico
serologico de la anaplasmosis bovina. Este ensayo
fue mejorado por Eleizalde et al. (40). Sin embargo, no
se ha evaluado la reaccion cruzada que pudiera apare-
cer con otras especies de Anaplasma.

Mas recientemente, se desarrollé6 un ELISA co-
mercial para la detecciéon de anticuerpos contra A.
marginale y A. centrale en Australiay Zimbabue, mos-
trando una sensibilidad y especificidad en Australia de
100 %y 83.3 %, respectivamente y en Zimbabue una
sensibilidad de un 100 %, no siendo posible calcular la
especificidad por la poca cantidad de sueros positivos
con que contaban (41). Estos autores concluyeron que
el ELISA es una alternativa util para los estudios
epidemioldgicos cuando se compara con la prueba de
aglutinacioén en tarjeta.



Braz Junior et al. (42) desarrollaron un sistema
ELISA para la deteccion de anticuerpos anti A. marginale
con un 100 % de especificidad y un 94.87% de sensi-
bilidad.

A pesar de los resultados obtenidos con los ensa-
yos de ELISA, se hace necesaria la existencia de una
prueba diagnéstica que se pueda realizar al lado del
animal, que resulte sensible y especifica, paralo cual
la proteina MSP5 recombinante promete ser un fuerte
candidato, lo que permitira un diagnostico rapido y efec-
tivo de la enfermedad en el campo.

Corona et al. (43), obtuvieron la proteina MSP5
recombinante, de un aislado cubano de A. marginale y
la recomiendan para ser utilizada como antigeno en
unatira reactiva de flujo lateral para el diagnéstico de
A. marginale.

Nielsen et al. (44), validaron una tira reactiva para
la deteccion de anticuerpos contra Anaplasma
marginale, utilizando como antigeno la proteina MSP5
recombinante y lo recomiendan como un ensayo Util
para el movimiento de ganado de un area con infeccion
aun arealibre.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los
estudios relacionados con el desarrollo de ensayos
para el diagnostico de Anaplasma marginale, nos po-
demos encontrar planteamientos muy diversos, que
van desde los criterios de Kocan et al. (45), quienes
plantean que se han desarrollado métodos de diag-
néstico basados en el ADN para identificar la infeccion
por Anaplasma, pero que sin embargo, en la actuali-
dad los ensayos seroldgicos basados en las MSPs se
mantienen como los mas préacticos para determinar la
infeccién en un gran nimero animales.

Por otra parte, algunos autores (23) plantean que el
ensayo de PCR en tiempo real puede mejorar los estu-
dios epidemiolégicos de la anaplasmosis en las pobla-
ciones ganaderas donde se desconoce del estado de
lainfeccion.

En nuestro caso reafirmamos la necesidad del de-
sarrollo de técnicas de diagnéstico altamente sensi-
bles y especificas que permitan la deteccién de
Anaplasma marginale en animales portadores,
persistentemente infectados, que constituyen un
reservorio de la enfermedad, ya que los hemoparasitos
siguen siendo una serio obstaculo para el desarrollo
de la ganaderia. Los métodos de PCR en tiempo real
se deben continuar desarrollando, tratando de lograr
gue varios patdgenos puedan ser detectados en un
mismo ensayo.
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