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Articulo de tesis
Principales Marcadores Moleculares utilizados para la deteccion de A. marginale,
a través del Ensayo de PCR en Tiempo Real en poblaciones bovinas y su Estudio

de la Situacion Actual en el Ecuador. Una Revision Sistematica
Luis Silva!, Rubén Ramirez?

Maestria En Biomedicina, Universidad Internacional — SEK

Correo electrénico: Silva S. Luis: Ifsilva.mbme@uisek.edu.ec
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Publicado: 25/02/2023

RESUMEN

El presente articulo detalla los principales marcadores moleculares usados para la identificacion de Anaplasma marginale
reportados en la literatura cientifica de diferentes casos reportados de Ecuador. Para ello, se elabor6é una revision
sistemadtica cualitativa de articulos académicos originales con el objetivo de definir las secuencias nucleotidicas
detectadas en los diferentes sitios geograficos y su utilidad diagnostica. Se realizé6 una busqueda empleando los
términos “Anaplasma marginale” y “DNA” en las bases de datos ScienceDirect, SpringerLink y PubMed. Se utilizaron
diferentes criterios de inclusion y exclusién como tipo de estudio, ubicacién geografica, objetivo de investigacion. La
investigacion describe la utilidad de los marcadores moleculares mas utilizados, msp1 y msp5, que permiten diferenciar,
caracterizar y secuenciar A. marginale teniendo como ventaja el nivel de conservacion que se encuentra distribuido en
cepas en las diferentes regiones geograficas en el Ecuador. Cada una de las regiones genéticas analizadas en la revision
literaria fue de suma importancia ayudando a determinar la problematica de las garrapatas y el mal uso que se le da
frente al ganado vacuno del Ecuador. La informacién acerca de los marcadores moleculares brinda aporte a estudios
epizootioldgicos, teniendo en cuenta el desarrollo de métodos de deteccion con altos niveles de sensibilidad y
especificidad.

Palabras clave: Marcadores Moleculares; A. marginale; PCR en Tiempo Real, poblacién bovina.

ABSTRACT

This article details the main molecular markers used for the identification of Anaplasma marginale reported in the
scientific literature from different cases reported from Ecuador. For this purpose, a qualitative systematic review of
original academic articles was carried out to define the nucleotide sequences detected in the different geographical sites
and their diagnostic utility. A search was performed using the terms "Anaplasma marginale" and "DNA" in the
databases ScienceDirect, SpringerLink and PubMed. Different inclusion and exclusion criteria were used such as type
of study, geographical location, and research objective. The research describes the usefulness of the most widely used
molecular markers, mspl and msp5, which allow differentiation, characterization, and sequencing of A. marginale,
having as an advantage the level of conservation that is distributed in strains in the different geographical regions in
Ecuador. Each of the genetic regions analyzed in the literature review was of great importance in helping to determine
the problem of ticks and their misuse in Ecuadorian cattle. The information on molecular markers provides input to
epizootiological studies, considering the development of detection methods with high levels of sensitivity and
specificity.

Keywords: Molecular Markers; A. marginale; qPCR, bovine population.
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INTRODUCCION

El término Anaplasma se deriva de la palabra griega
“an” (sin) y “plasma” (moldeado) (Atif et al., 2021).
Anaplasma marginale es una bacteria que invade a los
glébulos rojos y se replica en organismos individuales
dentro de una vacuola simple unida a la membrana de
la célula, posteriormente, sale de ésta en forma no litica
convirtiéndose en agente etioldgico de enfermedades
de animales y humanos (Bekloo et al., 2018). Este tipo
de bacterias provoca anaplasmosis (Soosaraei et al.,
2020). A. marginale pertenece al género Anaplasma spp.,
familia Anaplasmataceae, pertenecientes al orden
Rickettsiales. Estos microorganismos son coco-bacilares
gramnegativos intracelulares obligados (Said et al.,

2018).

A. marginale tiene forma cocoide y elipsoidales,
pleomorficas y se localiza en vacuolas citoplasmaticas
de la célula infectada formando morulas o cuerpos de
inclusion (Llanes & Rajeev, 2020).

De acuerdo con Piedra-Morocho, la anaplasmosis es
transmitida generalmente por garrapatas ixodidae,
estos parasitos externos predominan en las zonas
tropicales principalmente en ganado bovino, equino,
perros, conejos entre otros. Estas garrapatas tienen una
peculiaridad por lo que presentan escudos, pequefios
en las hembras y grandes en los machos, en todos sus
estados evolutivos. La enfermedad se transmite
normalmente por garrapatas vectores, pero puede
producirse una transmisién mecanica por picadura de
insectos o por aguja (Estrada et al., 2020).

Los sintomas de anaplasmosis son disnea o dificultad
respiratoria, ictericia (coloracién amarillenta en la piel),
fiebre, anemia, pérdida de peso, aborto y hasta puede
provocar la muerte en rumiantes si no es tratado
(Soosaraei et al., 2020). La enfermedad afecta en gran
medida el desarrollo social, econdémico y agricola de las
puesto que
representa un riesgo importante de infeccion en
humanos (Efa, 2021). Diferentes especies de Anaplasma
spp. presentes en la sangre pueden afectar las

comunidades en dreas endémicas

plaquetas, eritrocitos, granulocitos, células endoteliales
y células precursoras de la médula 6sea llegando a
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provocar varios signos clinicos leves y graves (Staji et
al., 2021).

En Corea se reportaron casos de
seroprevalencia de la anaplasmosis estudiados en
bovinos desde el 2010 al 2013, en dicha investigacién se
obtuvo 568 muestras de suero sanguineo procesados a
ELISA  (ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas competitivo),
también se registréd un 7% de resultados seropositivos
para Anaplasma spp.

infeccion 'y

través de la técnica de

La prevalencia de esta infeccion por picadura de
garrapatas tiene mayor nuimero de casos en paises
europeos como: Italia, Bulgaria, Francia, Alemania,
Grecia y Portugal (Lacasta et al., 2021). Mientras que en
América Latina la prevalencia de anaplasmosis ha sido
reportada en Uruguay, México, Brasil, Argentina y
Colombia. Por ejemplo, en Brasil la mayor tasa de
prevalencia se observo en la region norte del pais con
un clima favorable para el desarrollo de esta bacteria
(Ma et al., 2021).

En Ecuador actualmente existen varias investigaciones
revelando la alta prevalencia de infeccién en varias
zonas del pais, por ejemplo, en las provincias de Santo
Domingo de los Tsachilas, Zamora Chinchipe y Los
Rios se obtuvo informacién de infeccién por Anaplasma
marginale transmitida por la garrapata R. microplus que
afecta al ganado. Para analisis de estos casos se utilizo
la investigaciéon molecular que determind el porcentaje
de prevalencia e infeccién de los animales en estas
provincias (Delgado et al., 2020).

En la provincia del Guayas (Ecuador) se determiné que
la prevalencia de Anaplasma marginale en el ganado
bovino destinado a faenamiento en el camal municipal
del cantén Pedro Carbo es alta. Para este estudio se
muestrearon 50 bovinos, se realizo la extraccion de
sangre de la zona capilar de la oreja y sangre periférica
de la vena yugular para realizar la técnica de frotis
sanguineo (Orrala Borbor & Lombeida Paredes, 2022).

Finalmente, en un estudio titulado “Plan de Finca en la
Provincia de Esmeraldas” en conjunto con el Instituto

www.uisek.edu.ec /repositorio/tesis
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Interamericano de Cooperativa para la Agricultura se
analizé a 149 bovinos para optimizar un protocolo de
extraccion de ADN a partir de sangre bovina
hemolizada para la detecciéon molecular de Anaplasma
spp. (Landazuri et al., 2021). Aportando asi en la
prevencidon de futuras enfermedades en el ganado
vacuno del Ecuador.

El género Amnaplasma spp. esta compuesto por cinco
especies, todas con una fuerte relacion genética: 1) A.
platys; 2) A. centrale y 3) A. ovis son considerados
agentes etiologicos de la anaplasmosis bovina; 4) A.
phagocytophilum que se considera el agente etiologico
de la anaplasmosis granulocitica humana y animal, y 5)
A. marginale, bacteria rickettsin en la cual se basa el
objeto de estudio de la presente investigacion.

A. platys es el agente etiologico de anaplasmosis en
perros, gatos y camellos; este tipo de bacteria que es
transmitida por garrapatas e infecta a los perros en
varios paises tropicales vy
subtropicales (Selim et al., 2021). A. platys por lo general

considerados zonas
causa la infeccion de las plaquetas acompanado de la
trombocitopenia infecciosa! con sintomas leves, sin
embargo, podria convertirse en una infeccion peligrosa
debido a 1la grave
hemorragias en los perros (Lara et al., 2020).
A. centrale es considerada una bacteria menos
patogénica que afecta al ganado de varios paises del
mundo (Ashraf et al., 2021).

A. bouis es el agente etiologico de varios hospedadores

trombocitopenia causando

animales (Koh et al.,, 2018). Causa anaplasmosis en
distintos animales como las cabras, ovejas y rumiantes
en varios paises (Liu et al., 2019). Es una bacteria que
afecta principalmente a los bufalos y al ganado.

A. phagocytophilum es un hemoparasito intracelular
Gram negativo, que infecta a humanos, bovinos,
equinos, caninos y felinos. Su diagndstico temprano
permite una mejor evolucién en el tratamiento, los
métodos diagndsticos para felinos son: la anamnesis,
frotis sanguineo, hemograma y bioquimica sanguinea
(Lucero Carrera, 2021). En el caso de los perros llega a

provocar la anaplasmosis granulocitica canina y la
infeccion en humanos causa la anaplasmosis
granulocitica humana (Keyte et al., 2021). Esta bacteria
estd presente en la sangre de varios mamiferos, induce
a la infeccion de la serie blanca especificamente los
neutrofilos, provocando inflamaciones en los ganglios
linfaticos y lobulos hepaticos. Los sintomas de
anaplasmosis en humanos son, entre otros: mialgias,
tos, dolor abdominal, cefalea,

nauseas, diarrea,

linfégena y dolores musculares (Wang et al., 2020).

A. marginale es considerada una bacteria patégena que
afecta al ganado bovino y se caracteriza por estar
distribuida en distintos paises del mundo (Yang et al.,
2017). Provoca sintomas como anorexia, pirexia,
anemia, ictericia, depresién, abortos y por ultimo la
muerte del animal (Noor et al.,, 2022). Los bovinos
infectados con A. marginale presentaron mas signos
clinicos como: apatia, palidez de las mucosas,
hematocrito y hemoglobina disminuidos, ictericia leve,
letargo y muerte (Lima et al., 2019). La gravedad de la
infeccion depende de la edad de los terneros. Por
ejemplo, los terneros menores de 1 afho suelen
desarrollar una infeccidn subclinica, sin embargo, en
los bovinos mayores de 1 a 2 afios suelen desarrollar
una enfermedad leve a aguda con una probabilidad de
mortalidad del 50% (Obaidat., 2019).

El ciclo de vida de la bacteria A. marginale en bovinos
luego de la infeccion inicial tiene un periodo de
incubacion de 7 — 60 dias con una media de 28 dias
(Zabel., 2018). Las proteinas principales de superficie
(MSP) de A. marginale se relacionan con la interaccion
entre la A. marginale y la célula del hospedador ya sea
este vertebrado o invertebrado (Bahia et al.,, 2021).
Ademas, las altas variaciones genéticas de esta rickettsia
facilitan que la mayor parte del ganado permanece
infectado por mucho tiempo (Bahia et al., 2021). Los
genes de A. marginale sufren variaciones o evolucionan
por varios factores como la susceptibilidad del sistema
inmune del hospedador, la variabilidad de los vectores
y las zonas climaticas (Belkahia et al., 2021). Para los

1 La trombocitopenia es una afeccién en la que el organismo tiene muy

pocas plaquetas. Las plaquetas (trombocitos) son células sanguineas que

intervienen en la coagulacion de la sangre

Principales Marcadores Moleculares utilizados para la deteccion de A. marginale 2023, Silva.

www.uisek.edu.ec /repositorio/tesis



UNIVERSIDAD
INTERNACIONAL

SEK

&
N SER MEJORES

®

FACULTAD DE CIENCIAS

DE LA SALUD

estudios de diversos

marcadores han sido utilizados. A continuacién, se

identificacién molecular,

detalla los marcadores utilizados en diferentes regiones
del Ecuador:

16S rRNA

El gen 165 ¥RNA es de uso habitual y se generaliza
como gen diagndstico para la identificacion
taxonémica. En la literatura estan descritos muchos
pares de cebadores que funcionan adecuadamente para
las diferentes zonas conservadas del gen 165 rRNA
(Vazquez Gonzdlez, 2020). Sin embargo, se suelen
utilizar genéricos que

seleccionar familias o géneros bacterianos de interés.

cebadores no permiten

Gen Operon GroEL

Codifica para una proteina de 60 kDa, conocida como
proteina de choque térmico en vista que el estrés que
provoca el calor conduce a un estimulo de su expresion
(Kupper et al., 2014). Con forma de un oligémero
conformado por dos anillos constituido por siete
monomeros. Cada mondmero tiene tres dominios:
apical, intermedio y ecuatorial (Yurkova & Fedorov,
2022). El andlisis molecular en base al operén GroEL ha
permitido conocer la existencia de muchas especies de
Anaplasma spp. en garrapatas de los hospedadores
vertebrados.

Gen mspl:

Estda compuesto por un dominio variable y otro
conservado, cada proteina estd conformada por 23 a 31
aminodcidos (Variants, 2019). Se diferencian los
siguientes genes mspla y msplb (msplfl y msplf2)
(msp1Blpg, msplp2pg y msplp3pg). Los genes mspla 'y
msp1b se pueden amplificar mediante la técnica de PCR
usando cebadores para el gen mspla (Variants, 2019). Se
plantea que mspl tiene una funcién primordial en la
inmunidad del bovino infectado como en el ciclo de
desarrollo en el vector (dos Santos et al., 2019). El
motivo para que este gen mspl evolucione en poco
tiempo estaria relacionada con la presion selectiva
ejercida en el sistema inmune del hospedador (dos
Santos et al., 2019). La proteina msp1 se ha usado como

Principales Marcadores Moleculares utilizados para la deteccion de A. marginale 2023, Silva.

marcador molecular en diferentes zonas geograficas
para poder caracterizar genéticamente las cepas de A.
marginale (Nyoni-phili, 2017).

Gen msp2

Segtin Nieves Barreto (2018) el gen msp2 esta formado
por una familia multigénica en A. marginale, A. centrale
y A. ovis por otro lado en A. phagocytophilum esta
codificado por un solo gen, msp2 presenta alta
variabilidad principalmente en el extremo 5’ y codifica
para la proteina MSP2 que experimenta variacion y
seleccion antigénica en bovinos
contribuyendo asi al mantenimiento de infecciones
persistentes por genes ortologos.
antigénica de MSP2 ocurre durante infecciones
persistentes en el ganado y garrapatas, permitiéndole
evadir Ia contribuir al
mantenimiento de la infeccién (Nieves Barreto, 2018)

y garrapatas,

La variacion

respuesta inmune y

Gen msp4

Es una proteina inmunodominante considerado un
antigeno para el control de Anaplasmosis. Por lo que se
hace necesario poseer
inmunogenicidad, conservacion entre las cepas de cada

informaciéon sobre su
region y la conservacion de epitopos (Watthanadirek et
al., 2019). Su funcién es muy similar a la Funcién de A.
phagocytophilum en la que tiene interaccion entre el
hospedador y el parasito (Watthanadirek et al., 2019).
La proteina msp4 wutilizada como un marcador
filogenético, tiene 31 kDa, se conserva en diferentes
aislados de A. marginale.

Gen msp5

Es codificada por la secuencia del gen msp5
(Watthanadirek et al., 2021). Es considerada una
proteina de membrana externa inmunodominante muy
conservada y su andlisis se realiza con fines de
diagndstico (Futse et al., 2019). Esta proteina de 19 kDa
codifica un solo gen con funcién atn desconocida; se
ha observado en una variedad de cepas de A. marginale,
A. centrale y A. ovis. Cabe indicar que sigue siendo de
mucha importancia su estudio para conocer su
inmunogenicidad, conservacion de sus epitopos y la

www.uisek.edu.ec /repositorio/tesis
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conservacion entre las cepas en diferentes zonas
geograficas  (Watthanadirek et al, 2021).La
problematica se centra en los parasitos que infectan al
ganado vacuno provocando enfermedades llegando a
un problema de salud publica y de igual manera la
produccién del ganado bovino, generando valores
elevados en la produccion y pérdidas econdmicas en la
ganaderia, especificamente en las regiones tropicales y
subtropicales, ya que dichas 4areas
condiciones ambientales para la infestacion de
parasitos (Paramanandham et al., 2019).

tienen las

La variabilidad o diversidad genética de las distintas
cepas de A. marginale podria estar relacionada a la
morfologia, antigenicidad y la capacidad de la bacteria
para infectar a garrapatas (Quiroz-Castaneda et al.,
2016). Las MSP genes
clasificados como: mspla, msplb, msp2, msp3, msp4 y
msp5; dichos genes son considerados marcadores de
importancia en epidemiologia molecular de la
infeccion por A. marginale (Junsiri et al., 2020). Por lo
tanto, el objetivo de esta revision sistematica es

incluyen los siguientes

describir los principales marcadores moleculares
utilizados para la identificacion de A. marginale en
bovinos que han sido reportados en los diferentes casos
de investigacion en sitios geograficos de las provincias
del Ecuador con el fin de definir las secuencias
nucleotidicas y su utilidad diagnostica.

MATERIALES Y METODOS

Se diseid una revisién sistematica cualitativa de
articulos de investigacion en Ecuador sobre los
principales marcadores moleculares utilizados para la
deteccion de A. marginale, con un maximo de 5 afos de
antigiiedad, publicados en las plataformas de: Scopus,
Pub Med, Lilacs, Scielo, Google Scholar, ILO, DeCS.

A partir de este método se buscé argumentar a la
pregunta de investigacién: ;Cuales son los principales
marcadores  moleculares  utilizados para la
identificacion de Anaplasma marginale reportados en la
literatura cientifica en Ecuador?

Utilizando como descriptores de busqueda de
literatura cientifica; amplificacion de fragmentos de los
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siguientes genes (mspl, mspla, msp4, msp5, rRNAr 165)
para la identificacién de (A. marginale) circulantes en
zonas endémicas.

Se tomo en cuenta articulos entre enero de 2017 y enero
de 2022 y se excluyeron capitulos de libros y articulos
en los que se reporta la amplificacion de ADN de otros
parasitos. La busqueda directa de articulos en la base
de datos Pubmed, Scopus, Science Direct se llevé a cabo
empleando los términos de busqueda seleccionados
con base en los sistemas Mesh (Medical subject
Heading) y DecS (Descriptores de Ciencias de la Salud)
donde se encuentra el vocabulario de términos
biomédicos. Los términos no Mesh (Anaplasma
marginale) fueron adoptados del sistema DecS. Estos
fueron: “Anaplasma marginale” y “DNA”, unidos por el
conector AND, con busquedas diferentes “Anaplasma
marginale” AND “DNA”

Tabla 1. Palabras clave y términos sobre la identificacion
circulantes de Anaplasma Marginale entre enero 2017 a

enero 2022.

Términos Términos
Palabras clave .

incluyentes excluyentes
Bacteria of the Anaplasma Parésitos

L Agente X

— characteristics T derivados del

Etimolégico

Anaplasma

Anaplasma marginale and Desarrollo Variant strain

Anaplasma social,

phagocytophilum: econémico y

Rickettsialess agricola de las
comunidades

of Anaplasma

Pathogens of veterinary Anaplasmosis

. . Investigacion
Anaplasma infections g

molecular
ol o

ADN
epidemiology of Infeccion
Anaplasma ini

subclinica
MSP gene

Se utilizé inicamente el Ensayo de PCR dentro de los
articulos académicos para el andlisis de A. marginale.
La PCR en tiempo real segin Soto Gonzales (2020) es
una técnica que permite determinar los resultados de

www.uisek.edu.ec /repositorio/tesis
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manera real ademas de tener como ventaja poder tener
muestreos minimos de ADN presentes en cada
muestra. Los protocolos de la PCR en tiempo real
pueden
cuantitativos, asi como demostrar la presencia o
ausencia de un fragmento de ADN o ARN o resultados
cuantitativos calculando el nimero de copias de ADN,

disefiarse ~ para  obtener  resultados

que, al compararse con una curva estandar, establece la
cantidad de microorganismos presentes en una
muestra determinada o bien determinar el nimero de
moléculas de un ARN para designar la expresion de
este (Soto Gonzales, 2020).

Se aprobd para a los fines del presente trabajo, articulos
cientificos con al menos 80% de la lista de los criterios
establecidos, con especial valoracién en el tipo de
estudio e identificacion del gen.

Grdfico 1: Tipos de estudio para identificacion del A.
marginale encontrados en los articulos académicos.

Estudio Descriptivo -

0 20 40 60 80

Se encontré mayor nimero de estudios transversales
que descriptivos en el estudio para la identificacion del
A. Marginale en los articulos académicos para la
presente investigacion. Estos estudios se llevan a cabo
en un momento especifico y responden preguntas de
investigacion  especificas, como determinar la
prevalencia de una enfermedad, factores de riesgo o

tratamiento en una poblacién especifica.
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Grdfico 2: Porcentaje de los tipos de Gen detallados en las
investigaciones entre 2017 a 2022 en Ecuador
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Aplicando los criterios de evaluacion se determinaron
y seleccionaron diferentes trabajos para este estudio. Se
tomo en cuenta el titulo, resumen, introduccién,
metodologia, resultados, discusion, aspectos y forma
de andlisis en los casos de estudio, técnicas de
deteccién, uso de la metodologia molecular, PCR.

Tabla 2. Resultados de la biisqueda de articulos de revista
indexados a las diferentes plataformas.

Tipo de publicacion Total

Articulo de revista indexada SCOPUS 10
Articulo de revista indexada PUB MED 10
Articulo de revista indexada LILACS 10
Articulo de revista indexada SCIELO 20
Atrticulo de revista indexada GOOGLE 20
SCHOLAR

Articulo de revista indexada ILO 10
Articulo de revista indexada DECS 10
TOTAL 90

En la revisién sistematica, se evaluaron los criterios de
inclusiéon y exclusion, utilidad de los marcadores
moleculares, niveles de importancia, regién geografica,
grado de conservacion genética y utilidad diagndstica.
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La ilustracién 1 muestra los genes analizados para la
identificacion de la bacteria A. marginale utilizando los
Genes mspl con un estudio transversal tanto en la
region Sierra y Costa; el Gen rRNA 16S en la region
Insular y Sierra; el Gen msp5 en la region Oriente y
Sierra; el Gen msp4 en la region Oriente. Siendo los
marcadores moleculares utilizados los que se describen
en la siguiente tabla:

Tabla 3. Marcador y referencia A. marginale.

Marcador Referencia
Alicia Maya
mspl Delgado et al.
9-22
Leandro Tana
mspl Hernandez et al.
15-12-2017
Viviana Medina Naranjo
msp4 etal.
2017
Tomas Humberto
msp5 Landazuri Rafael et al.
10-8-2020
G. V. Gioia et al.
16S rRNA 22.3.2018

La tabla sefiala los marcadores encontrados en las
diferentes regiones del Ecuador que se cifran los
marcadores moleculares y las proteinas de la superficie

Principales Marcadores Moleculares utilizados para la deteccion de A. marginale 2023, Silva.

que desempefian un papel crucial en la interaccién de
Anaplasma con las células del hospedero.

RESULTADOS

De los 90 articulos seleccionados para la realizacion del
presente trabajo 80 articulos originales cumplieron con
los criterios de inclusién siendo las mismas la bacteria
A. marginale, género Anaplasma, marcadores, técnica
como la PCR en tiempo real, ganado bovino en relacién
con la ubicacion geografica de los estudios en los cuales
se incluyeron los marcadores moleculares entre los
cuales encontramos Scopus, Pub Med, Lilacs, Scielo,
Google Scholar.

En primer lugar, se verificaron los articulos que
contenian informacién sobre amplificacion de
fragmentos de los genes para Anaplasma (A.
marginale). Luego de la revision de los articulos en base
a los criterios planteados se encontré articulos
cientificos duplicados en varias bases de datos de
forma simultanea, los cuales fueron excluidos.
Finalmente, se realizd la sintesis de informacion
recopilada de los genes para anaplasma (A. marginale).
Se report6 tinicamente el ensayo de PCR dentro de los
articulos académicos para el analisis bibliografico de A.
marginale, de acuerdo con los objetivos del presente

estudio.

Tabla 4. Resultados de la biisqueda y andlisis sobre los
genes para A. marginale.

Términos utilizados Encontrados Aprobados Incluidos
Analisis hematolégico 240 20 3
A. marginale 236 10 8
Resultados de pruebas 72 50 8
Diagnosticos 159 50 2
Gen msp 254 60 6
ALT — AST — ELISA 180 50 5
. 1

Anaplasmosis 80 00 1

43 3
TOTAL 1221

0 3

De los 90 articulos incluidos, 50 son de fuentes
primarias y 30 de fuentes secundarias de informacion.
Como marco muestral, 10 estudios determinaron las
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especies de Anaplasma spp. que infectan al ganado y
estimaron su prevalencia en los animales infectados.
Entre los tipos de estudio de los articulos se encontrd
de tipo transversal y descriptivo, esto ayuddé a
determinar qué tipo de gen msp infecta a los animales
en las diferentes regiones.

Es importante mencionar, que las investigaciones
revisadas indican no haber diferencias significativas
entre machos y hembras al considerar resultados de las
PCR. Entre las regiones genéticas utilizadas para la
identificacién molecular en el Ecuador estan: Gen msp1,
rRNA16S, Gen msp4, Gen msp5.

En relacion con los marcadores, las técnicas de
detencién que se destacaron fueron secuenciacion de
fragmentos ribosomales, la técnica de ELISA indirecta
y PCR, a partir de la sangre hemolizada y coagulada.

En la investigacion de Leandro Tana y colaboradores,
se determina el tamafio de la muestra con un alcance
del 49,5% de todos los animales presentes en las granjas
y su prevalencia con el 100% a nivel de rebafio, con el
86,1% a nivel individual (130 animales positivos) a
través de la PCR basada en la deteccion del fragmento
de ADN de 605 pb de msp5.

Asi mismo, el diagndstico de Viviana Medina a través
de los Hemotrdpicos Anaplasma marginale, Trypanosoma
spp. v Babesia spp. establecid la prevalencia y las
repercusiones en valores de proteinas totales (PT) y
hematocrito (Hto) en bovinos de la Parroquia Santa
Clara mediante las técnicas de Elisa indirecta y PCR en
tres fincas ganaderas, también le permitié generar
porcentajes del contacto de los bovinos con la bacteria.
En cuanto a la técnica de la extraccion de ADN a partir
de la sangre bovina con sangre hemolizada y coagulada
para la deteccién molecular, los datos se obtuvieron a
través de los tres métodos de extraccién que dio como
resultados equivalentes para la presencia de Anaplasma
spp. todas las muestras extraidas presentando un pellet
final de color rojo y de tamafio mediano.

Los 90 articulos analizados en esta revision se trataron
de lineamientos acerca de las diferentes formas de
deteccion de casos de infeccion de animales dentro de
las regiones de Ecuador. Con ello se pudo describir los
principales marcadores moleculares utilizados para la
identificacion del A. marginale en bovinos que han sido
reportados en los estudios en Santo Domingo de los
Tsachilas, Zamora Chinchipe, Galapagos y areas
protegidas del Ecuador.

Tabla 5. Resumen de Resultados de los Principales Marcadores Moleculares utilizados para la deteccién de A. marginale.

TIPO DE
AUTOR TITULO Gen ESTUDIO REVISTA

OBJETIVO

RESULTADOS

Cribado molecular de garrapatas
bovinas, patégenos transmitidos

Generar informaci6n precisa sobre las especies de

De 84 fincas ganaderas, 10 fincas no presentaron garrapatas bovinas. Las 74 fincas restantes que

Alicia Maya por garrapatas y resistencia a P de ga se's por especies en cada finca, dando un total
Y i Gen Estudio garrapatas y determinar las enfermedades oo .
Delgado et al. amitraz en garrapatas de la Elsevier paasy o de 69 pools de R. microplus y 18 pools de A. cajennense sl. De esas fincas, 52 fincas tenian solo R.
L . mspl Descriptivo transmitidas por garrapatas més importantes que B - N . N
9-22 provincia de Santo Domingo de los X microplus y cuatro fincas tenfan A. cajenmense sl, en exclusiva. Catorce fincas tenfan ambas especies
) afectan al ganado en esta region.
Tsdchilas en Ecuador de garrapatas,
Prevalencia a nivel animal de la infeccién por A. marginale fue alta en Santa Cruz e Isabela (93%),
Determinar las especies de Anaplasma spp. que : N o N " :
. ! mientras que ligeramente menor en San Cristobal (80%). Todos los rebafios analizados tenian al
) . infectan al ganado y estimar su prevalencia, luego .
Anaplasmosis bovina y patégenos Gen Wiley ’ menos un bovino con A. marginale positivo. La mediana de la prevalencia dentro del rebafio
) Estudio > identificar las garrapatas que infestan al ganado y - ! . -
. transmitidos por garrapatas en rRNA Online ) - pnacoy también fue alta en las tres islas muestreadas (70%). Sin embargo, dos rebafios de ganado en San
G.V.Gioiaetal. : Transversal finalmente establecer la presencia de patégenos ‘ : .
32018 bovinos de las Islas Galdpago 165 Library N Cristébal, dos rebafios en Santa Cruz y un rebafio en Isabela tuvieron valores de prevalencia por

extraidas del ganado en las Islas Galapagos.

Recolectar una mejor informacién sobre la
presencia de anaplasmosis bovina, se estandariz6 y
probd una PCR basada en la deteccién del
fragmento de ADN de 605 pb de Mayor Surface
Protein 5 (msp5) en animales ubicados en un drea

Veterinary donde se encuentran vectores

PCR-diagnéstico de Anaplasma
marginale en poblaciones bovinas
del Ecuador y su identificacién
molecular mediante secuenciacién Gen Estudio BMC

de fragmentos ribosomales 165.

Leandro Tana

Hernandez et al .
mspl Transversal

debajo del 70%. Los valores de prevalencia fueron ligeramente superiores en bovinos adultos en las
tres islas.

Nuestro estudio transversal se realiz6 en diciembre de 2014; Se recolectaron 151 muestras de
sangre bovina en 15 tambos ubicados en la comuna Luz de América, provincia de Santo Domingo
de los Tsdchilas, en la region costera de Ecuador. El tamafio de la muestra alcanz6 el 49,5% de
todos los animales presentes en las granjas. La prevalencia alcanz el 100% a nivel de rebario y el

86,1% a nivel individual (130 animales positivos). No se observaron diferencias significati b
machos y hembras al considerar los resultados de la PCR de msp5; De todas las muestras positivas
por msp5 PCR (N =130), se seleccionaron dos muestras (An-SD-1 y An-SD-18) para identificar la

15122017 Research presentes. Posteriormente, se realizd una rickettsia con 165 rRNAr PCR y posterior clonacién y 6n. Una vez que se las
wenciacion del rRNA 165 pr clonado secuencias consenso para cada clon, se compararon: las secuencias tenian 1383 pb y mostraban una
abtenido de dos muestras recolectadas al azar para identidad del 100%. Después de consultar Blast Database (NCBI Blastn), se identifico una similitud
< confirmacion de1100% con GenBank.
Para la elaboracion de este estudio, se evaluaron 58 bovinos pert tes a tres fincas, muy
Diagnéstico de los Hemotropicos Revista Diagnosticar estas enfermedades, determinar su e e e Dot BT ol e I s
Viviana Medina Anaplasma marginale, Trypanososma Gen dientifica prevalencia y sus repercusiones en valores de res fineas ra de 181 animales e e aat 3 (19/46) en1a Usiri e Dot
Naranjo et al. spp.y Babesia spp. mediante las mspd Universidad proteinas totales (PT) y hematocrito (Hto) en : ‘ .
Agricola UPA-1; 56% (14/25) en la UPA-2 y 22,7% (25/110) en la UPA-3 de su rebafio. Dand
2017 técnicas de Elisa indirecta y PCR en de Zulia bovinos de la Parroquia Santa Clara, Provincia de gricoa (14/25) enla Y (25/110) enla © st rebano. bando
P o el Mot o o resultados positivos para la presencia de anticuerpos anti misp5 de los cuales el 57,89% (11/19)
res fincas ganaderas de la Maracaibo, astaza, en Ecuador.
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corresponde a UPA-1; el 71,43% (10/14) para la UPA-2 y el 68% para la UPA-3, lo que significa que
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provincia de Pastaza, Ecuador.

Epidemiologia y diversidad genética de
Anaplasma marginale en Zamora

Tito Ramiro Chinchipe, Ecuador

Mufioz Guarnizo
etal Transversal
Mayo 2020

Elsevier.

Optimizacion de un protocolo de
extraccion de ADN a partir de sangre
bovina hemolizada y coagulada para la

Determinar en varias fincas de la provincia de Zamora
Chinchipe, Ecuador la prevalencia molecular de A.
Estudio marginale que infecta a los bovinos, y la caracterizacion
y evaluacion de diversidad genética de A. marginale
circulante.

Optimizar una técnica para su uso con sangre hemolizada y

‘mas de la mitad de la poblacién muestreada esta o ha estado en contacto con la bacteria

Lainfeccion por A. marginale se detecto mediante n PCR en 118 de 185 bovinos muestreados, lo que
represento una prevalencia general del 63,8%. La infeccion fue generalizada en todas las fincas incluidas en
este estudio y los valores de prevalencia fueron superiores al 50% en todos los cantones a excepcion de
Pangui que fue del 20% y la prevalencia més alta fue 89,3% fue en Chinchipe. Ninguno de los animales
infectados mostr6 sintomas clinicos de iticas. Se encontrd alta prevalencia de infeccion
en todos los grupos de edad evaluados, y las diferencias entre grupos no fueron significativas. Asimismo, no
se diferencias significati ia de A. marginale entre grupos segin el sexo.

Las concentraciones de ADN se midieron para las muestras obtenidas de cada tratamiento de volumen de

Tomas Humberto ) Revista coagulada para la deteccion molecular de Anaplasma spp. De ! )
Lo R deteccion molecular de Anaplasma spp. Gen Moxioam de e foha se queria obtener un protocolo que peria la sangre. La concentracion de ADN obtenida es diferente entre los volGmenes de sangre usada. Todas las
o mspS ot cortecta extraccion de ADN, a patir e musstras de sangre muestras extraidas presentaban un pellet final de color rojo y de tamafio mediano. No se observ inhibicion
: ¢ de la reaccion de PCR en las muestras de ADN obtenidas con los tres métodos de extraccion. Se obtuvo
10-8-2020 Pecuarias hemolizada y coagulada, que permita la deteccion molecular

confiable de Anaplasma spp.

resultados equivalentes para la presencia de Anaplasma spp. entre los métodos de extraccion

DISCUSION

La aplicabilidad de la evidencia sintetizada de forma
objetiva y cientifica mediante una revision sistemdtica
de los principales marcadores moleculares en Ecuador
encontrados en la literatura con las especies de
Anaplasma marginale ayudan a conocer el indice de
anaplasmosis en varias regiones ecuatorianas que
incluyen provincias como Pichincha, Galapagos, Santo
Domingo, Pastaza y Zamora Chinchipe conociendo el
porcentaje de contagio y las enfermedades que
producen, en mayor o menor magnitud, las garrapatas
que son transmitidas a través de vectores mecanicos y
biolégicos, asi como también de forma iatrogénica.

La importancia del estudio de las garrapatas en la
epidemiologia de la anaplasmosis en Ecuador surgio
porque las muestras recolectadas de organismos en
animales mostraron una mayor prevalencia de
anaplasma. El contacto entre garrapatas y animales
puede aumentar la probabilidad de ocurrencia de
anaplasma en vectores, como se observa en esta
investigacion. Por lo tanto, la transmision mecanica y
transmisidn biologica son pro-

-bablemente las rutas principales de diseminacién de
A. marginale en ciertas areas de Santo domingo,
Galapagos, Oriente. Es muy importante tomar en
consideracion los reservorios de A. marginale en vista
que pueden ser utilizados como fuente de sangre
predominando la conservaciéon del marcador
ribosomal; en este caso, de acuerdo con los objetivos
planteados en estudios de amplificacion de A.
marginale, se deben definir los criterios antes sefialados
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infectante para la propagacién y transmision biologica
por garrapatas.

Hasta ahora se podria indicar que las especies de
Rhipicephalus ~ microplus
importantes de Amnaplasma en areas de inestabilidad
enzodtica principalmente en granjas lecheras, corrales
de engorde y diversos sistemas de produccion
intensiva, en donde los animales se encuentran muy

pueden ser  vectores

cercanos entre si. La alta densidad de los ganados
bovinos favorece la transmisién de A. marginale por las
garrapatas debido a su comportamiento sensible a la
reaccion del huésped y agresivo por la necesidad de
ingerir cantidades considerables de sangre para la
maduraciéon de sus ovocitos. En cada muestra PCR
hubo presencia del del gen msp2 y 165 rRNA de
Anaplasma spp. para A. multipunctum y las secuencias de
rRNA 165 (regiones EHR y GEP) para 5 R. microplus.
En cada una de las regiones se utilizo diferentes
marcadores importantes como mspl y msp5 para
detectar A. marginale y para realizar las pruebas
debidas al ganado teniendo en cuenta las muestras
dentro de la revision de la edad del ganado, regién,
fincas, clima, entre otros, cada uno se lo realizd
mediante pruebas PCR a partir de muestras de sangre.
El gen msp1 fue comparado con la subunidad pequefia
del RNAry, aunque presenté mayor nimero de copias,
sigue

de seleccidon para el marcador molecular, de acuerdo
con los resultados esperados en la investigacion,
referidos al grado de conservacion de la secuencia.
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Cada uno de los genes analizados en la revision
literaria fue de suma importancia en cada regién del
Ecuador ayudando a determinar la problematica de las
garrapatas y el mal manejo zoondtico del ganado. El
analisis molecular de los genes mspl, Gen msp4, el
rRNAr 165 y el gen msp5 arrojoé resultados alarmantes
ya que mas de un 75% de la muestra estuvo infestada
con garrapatas; es importante que en el pais se lleve a
cabo estudios estas enfermedades
hemotrépicas. Estos estudios se realizan a través de
pruebas PCR, ELISAi; la mayoria de los diagndsticos

que se saco dentro de toda la revisidn literaria son la

para frenar

anaplasmosis, y babesiosis entre otras enfermedades
encontradas en cada region del Ecuador.

CONCLUSIONES

El presente articulo de revision muestra que los
marcadores moleculares utilizados para la detecciéon de
la bacteria A. marginale varian ya que dependen de la
region geografica de la muestra, grado de conservacion
y resultados de estudios previos. Los datos obtenidos
por la revision de la literatura sobre los marcadores
moleculares sefialan que los mas utilizados son mspl 'y
msp5 para la deteccion de especies en regiones
genomicas muy conservadas.

Las diferentes técnicas de deteccién permitieron en
estos casos de investigacion diferenciar, caracterizar y
secuenciar a A. marginale. Asi mismo, la ventaja
depende del nivel de conservacion en el que se
encuentra distribuido en las cepas de diferentes
regiones geograficas, aisladas entre si, por lo tanto, se
presenta como un marcador molecular ideal para la
amplificaciéon del material genético con baja
probabilidad de modificacién.

Los estudios de los diferentes casos analizados con este
gen en otras cepas detallan la factibilidad de explorar
su uso como marcador molecular especifico de cepas
circulantes en unas regiones especificas.

Los genes mspl y msp5 muestran ser muy conservados
en la especie A. marginale siendo un marcador
especifico para el estudio de esta problematica.

Es importante recalcar que los datos de las diferentes
investigaciones acerca de los marcadores moleculares
son de interés para estudios epizootioldgicos en

Principales Marcadores Moleculares utilizados para la deteccion de A. marginale 2023, Silva.

relacion con el desarrollo de métodos de deteccion con
niveles de sensibilidad y especificidad adecuados.
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