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Capitulo XL

Anaplasmosis bovina: logros y retos inmediatos

Armando Reyna-Bello

Los hemotropicos de los bovinos de interés veterinario en Latinoamérica son la
anaplasmosis ocasionada por el Anaplasma marginale, 1a tripanosomosis por el Trypano-
soma vivax y la babesiosis por Babesia bovis y Babesia bigemina. Estos hemotropicos tie-
nen varias cosas en comiin; desde el punto de vista biolégico, todos presentan tropismo
por la sangre del bovino y desde el punto de vista clinico, los tres originan enfermeda-
des caracterizadas por fiebre recurrente y descenso de los valores del hematrocrito. Esta
fiebre recurrente aunada a la aparicién de la anemia en los animales afectados, trae
como consecuencias grandes pérdidas a los productores pecuarios por la inminente baja
en la produccion, sean estos animales de leche, carne o doble propésito.

El impacto econdmico de estas enfermedades en Venezuela nunca se ha determi-
nado en forma correcta. Sin embargo, segiin los datos de la Asociacién Venezolana de la
Industria de Salud Animal (AVISA) se estima que el afio 2013, se gastaron mds de 60
millones de bolivares fuertes en medicamentos para el control de los hemotrdpicos.

Curiosamente, este grupo de enfermedades son sobrestimadas en el campoyala
vez subestimadas. Un veterinario clinico al ver un animal en decibito, siempre lo re-
laciona con algiin hemotrdpico y es tratado como tal, sin realizar ningtin diagnéstico
real (sobrestimacién). Por otra parte, son enfermedades de alta prevalencia y al estar
el animal de piey produciendo, asumimos que son “sanos”, y de igual manera sin nin-
gln tipo de diagnéstico, se subestima la presencia de los hemotrdpicos, que aun en su
condicién crénica o persistente es capaz de disminuir la produccién. En este trabajo,
se abordan algunos temas recientes sobre el A. marginale, desarrollados muchos de
ellos en el laboratorio en el cual laboramos y, otros no tan nuevos, pcro que por su ori-
gen, siempre dejan espacio para la controversia.

ANAPLASMOSIS BOVINA

Esta enfermedad es ocasionada por la bacteria Anaplasma marginale descubierta
por Theiler en 1910, perteneciente al Orden de las Rickertsias, clase Proteobacteria, sub-
clase alfa, familia Anaplasmaticeae, género Anaplasma, especie A. marginale (Dumler et
al., 2001). Inicialmente, Theiler lo clasificé como un protozoario, de ahi el nombre de
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Anaplasma al estar desprovisto de citoplasma y marginale por su ubicacién en el eritro-
cito. En 1972, trabajos realizados por Kreier & Ristic con la coloracion de Gram, sefia-
laron que era un bacteria y no un protozario, lo cual fue aceptado en el documento cla-
sico de las bacterias, el manual Bergey de 1984 (Ristic & Kreier, 1984). En este senti-
do, Dumler et at. (2001), realizando estudios de filogenia con las secuencias ribosomal
del 16s y de la proteina HSP70 se reclasificaron estas bacterias y toda la familia Ana-
plasmaticeae, quedando definitivamente en el Orden de las Rickettsias.

Debido a esta clasificacion de hace ya mds de 20 anos, es incorrecto denominar
estas enfermedades cono hematozooario o hemoparasitos debido a que ambos térmi-
nos asumen que los tres son parasitos y como bien se defini6 anteriormente, A. margi-
nale es una bacteria, a diferencia de las Babesias y los trypanosomas que si continiian
en el Phylum Protozoa.

Esta enfermedad se encuentra distribuida por todos los paises de clima tropical
y sub tropical. En cuanto a Venezuela, la prevalencia estima que el promedio nacional
estd cercano al 50% de animales infectados (Toro-Benites, 1994). Sin embargo, traba-
jos posteriores empleando la prueba de ELISA/MSP5r han reportado seroprevalen-
cias hasta de un 90% al suroriente del edo. Guarico (Eleizalde ez al., 2007). Ese mismo
ano, en un trabajo un poco mas amplio utilizando la misma prueba, se determiné una
prevalencia de 32,3% en cuatro muestreos realizados en tres estados, con rangos que
van desde el 11 hasta el 46%. Estos resultados permiten inferir que la anaplasmosis es
endémica en todo el territorio nacional, afectando todo tipo de ganaderia, cosa que ya
en 1940 fue descrito por Gallo & Vogelsang (citado por Rivera, 1996).

La trasmision de la anaplasmosis bovina es uno de los puntos que lleva a ciertas
controversias. Estd ampliamente difundida la idea, que la transmisién ocurre de un
animal enfermo a uno sano a través de vectores mecanicos y que tradicionalmente han
sido las garrapatas consideradas como su principal trasmisor, cumpliendo un rol se-
gundario algunas moscas hematdfagas como los tdbanos y la mosca del establo o Sto-
moxys calcitrans. Sin embargo, esto no es cierto en Latinoamérica debido a que la ga-
rrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus que es la mas prevalente en Venezuela
(87%), juega un papel muy poco preponderante en la epidemiologia de esta enferme-
dad, siendo mas importantes quizas el de las moscas hematéfagas (Coronado, 2001).

Esto responde a varias razones; en primer lugar, R. microplus es una garrapata de
un solo huésped, entonces, ¢como puede trasmitir la enfermedad de un animal a otro,
sino se muda de animal? Ademds, estudios sefialan que A. marginale solo dura 72 ho-
ras dentro dc la garrapata. Pero lo mas importante es que en diversos lugares de Lati-
noamérica, como en zonas de Argentina, Paraguay y Martinica, de donde se han erra-
dicado las garrapatas, alin se pueden encontrar alta prevalencia de A. marginale (Payne
& Osorio, 1990; Alonso et al., 1992; Guglielmone et al., 1997). Este caso es muy dife-
rente al encontrado con la garrapata Dermacentor sp., la cual se encuentra en el hemis-
ferio norte; esta garrapata es de tres huéspedes y puede trasmirir la anaplasmosis de
manera intraestadial, y de hecho, A. marginale, pude durar hasta 6 meses viva dentro
de ella (Kocan et al., 1986; 2010).

Por otra parte, la trasmision iatrogénica a través de jeringas contaminadas, en
condiciones de explotacién en Venezuela, donde muy pocos ganaderos o veterinarios
cambian las agujas para cada animal, quizas también juega un papel capital en la tras-
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misién de la enfermedad, pero esto aliin no se ha determinado. No obstante, Reinbold
et al. (2010) demostraron la factibilidad de la trasmision de la anaplasmosis a partir de
jeringas. Estos autores inyectaron un bovino con un 2% de rickettsemia como dona-
dor y urilizaron la misma aguja para inocular solucién salina amortiguada por fosfatos
(PBS), logrando infectar 6 de 10 animales, al no cambiar la aguja.

Una vez que la A. marginale entra al torrente circulatorio del bovino, invade los
eritrocitos ¢ inicia la multiplicacién hasta establecer un cuerpo inicial que puede con-
tener de 4 a 16 subunidades. Luego salen del eritrocito sin romperlo para infectar
otros glébulos rojos. Este proceso ha sido plenamente dilucidado por Giardina et al.
(1983) en Venezuela. La actividad del del A. marginale dentro del eritrocito, origina
una cantidad de cambios en la membrana del glébulo rojo, que son en buena parte,
responsables de la respuesta autoinmune del animal con anaplasmosis (Lesseur et al.,
1992). De igual manera, una vez que se instaura Ia infeccién, esta desata una respuesta
inmunoldégica dirigida principalmente a las 6 proteinas que se encuentran en la super-
ficie de la bacteria y conocidas como MSPla, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4 y MSPS.
Esta respuesta ha sido caracterizada parcialmente y las proteinas de la superficie han
sido identificadas plenamente (Palmer & McGuire, 1984; Tebele et al., 1991; Bryton
et al., 2006).

En esta era de los genomas, A. marginale ha sido completamente secuenciado y la
estructura de su membrana externa casi totalmente dilucidada. En efecto, se describie-
ron 163 proteinas con péptidos sefial (posiblemente de membrana). De estas, 13 fueron
identificadas como proteinas de la membrana externa y dos superfamilias génicas. La
MSP2 con 56 miembros (incluyendo msp2, msp3 y msp4) distribuidos a lo largo del ge-
noma mis 16 pseudogenes. La MSPI, es realmente un dimero constituido por la
MSP1a que es la segunda superfamilia con 9 miembros, la cual contiene a su vez el gen
msplb que su trascripto dimeriza en la membrana con la MSPla. Por otra parte, la
MSP5, también fue identificada, demostrando su origen en un gen Gnico y conservado
en todos los aislados estudiados (Bryton et al., 2005; Eleizalde & Reyna-Bello 2014).

Una vez que la bacteria inicia la colonizacién de los glébulos rojos, la rickettse-
mia asciende rdpidamente, pudiendo incluso encontrarse valores superiores al 60% de
glébulos rojos parasitados. Esto ocurre en un tiempo aproximado de 20 a 30 dias, lue-
go la respuesta inmunoldgica logra controlar la rickettsemia y esta baja a niveles criti-
cos. Curiosamente, la bacteria nunca desaparece completamente, porque el sistema
inmunolégico jamas logra eliminar al hemotrépico. Una vez ocurrida la infeccién, se
estima que mas o menos entre un 10 a 30% de los animales mueren y los otros se recu-
peran, constituyéndose en portadores persistentes (Radostis ez al., 2004).

Para la eliminacién total del parasito, se estima que debe haber una respuesta
humoral constituida principalmente por IgG2 que reconozca los epitopes cruciales de
las proteinas MSP, con una combinacién de macréfagos activados que puedan fagoci-
tar y matar la bacterias circulantes. Es por ello, esta respuesta debe ser linfocito T de-
pendiente de tipo CD4+ (Kocan et al., 2010).

Quizas una de las cosas mds curiosa de este microorganismo, es que a pesar de
vivir en el torrente circulatorio, ficilmente accesible a la respuesta inmune humoral,
logra escaparse de éste, creando una infeccidn persistente. Alin mas curioso es ¢c6mo
hace esto con un genoma pequefio de 1200 Kbp? La respuesta esta dada en un meca-
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nismo genético denominado recombinacién génica, el cual se traduce en la variabili-
dad antigénica, que permite al microorganismo escaparse al sistema inmune del hos-
pedador (Eleisalde & Reyna-Bello, 2014).

Para comprender esto, se debe sefialar que estudios previos han demostrado, al
secuenciar la MSP2 en diferentes momentos en animales crénicamente infectados,
que realmente es una proteina con una regién central hipervariable flanqueada por
unas secuencias mas conservadas en los extremos N y C terminales (French et al.,
1998). Esta region central hipervarible suele ser la mas antigénica, mostrando epito-
pes reconocidos por linfocitos T CD4+, en cambio las regiones N y C terminales in-
ducen respuesta T CD4+, pero de memoria (Eleizalde & Reyna-Bello, 2014).

Anaplasma marginale posee una familia multigénica que codifica la MSP2, la
cual estd constituida por 56 miembros que incluyen también MSP4 y MSP3, adem4s
de 16 pseudogenes (Bryton ez al., 2005). Todos estos 56 miembros y 16 pseudogenes,
pueden recombinarse en la region central de la MSP2 en el proceso de recombinacién
génica, lo que le permite a la bacteria expresar una MSP2 “diferente” cada vez que se
replica. Es por ello, que este microorganismo teniendo un pequeiio genoma, puede
realizar combinaciones casi infinitas de regiones hipervariables de la MSP2, escapan-
dose del sistema inmunoldgico del hospedador (Eleizalde & Reyna-Bello, 2014).

Esta proteina ha sido estudiada y caracterizada en aislados en Venezuela. Para
ello, a partir de seis aislados diferentes se analizaron las secuencias de la MSP2, en-
contrando que en efecto se localizé la regién hipervariable central. Curiosamente, en
este trabajo se observé que en el extremo N, y en menos grado el C, no se encuentran
conservados en los aislados. Este hecho, quizés pueda explicar porque no hay una va-
cuna que sea realmente eficiente en Venezuela. Otro aspecto curioso que se desprende
de este trabajo, lo constituye el hecho que aun habiendo una regién hipervarible cen-
tral, es relativamente conservada la prediccion de la estructura tridimensional dc la
MSP2, entre los aislados evaluados. De hecho, al comparar esta prediccion con se-
cuencias de proteinas homologas en otras especies de la misma familia, como A. platys,
A. phagocytophilum, A. central y A. ovis, también se observan dichas homologia (Elei-
zalde, 2013).

Esta variabilidad antigénica inducida por los cambios aminoacidicos de la
MSP2, explica como en Venezuela existen seroprevalencias que van desde el 10 hasta
90% en animales clinicamente sanos. Sin embargo, cuando estos animales entran en
estrés alimentario o por algunas enfermedades, el sistema inmune recae y se vuelven a
presentar la sintomatologia clinica de la anaplasmosis, donde sus principales mani-
festaciones son anemia y fiebre, con ictericia, deshidratacién, decaimiento y pérdida
de la produccién.

Cuando un animal mayor de un afio se infecta por primera vez, la manifestacién
clinica es inminente y mientras més edad tenga, més grave ser4 la enfermedad (Rados-
tis et al., 2004). Este hecho es uno de los principales obstdculos para la importacién de
animales adultos al trépico, en cambio cuando se infecta siendo becerro, normalmen-
te no manifiesta la enfermedad (Radostis e al., 2004). Hasta el momento se desconoce
porque ocurre esta susceptibilidad de los adultos, pero se especula que puede ser debi-
do a los anticuerpos maternales. Ciertamente, en el ano 2004 al atender un rebano le-
chero con anaplasmosis, no importado, pero si trasladado de una zona libre de hemo-



392 | Armando Reyna-Bello

trépicos a un drea en pastoreo enzodtica se observé que solo los adultos (machos y
hembras) padecian la enfermedad.

Otro aspecto epidemiol6gico importante a considerar de esta enfermedad es
que, al contrario de lo que siempre se piensa, no muestra diferencias entre Bos taurus y
Bos indicus. Quizas la mayor susceptibilidad de las razas Bos taurus se deba mas bien a
la susceptibilidad a los vectores, dado que si se inocula con una jeringa el A. marginale,
ambos padecen la enfermedad por igual (Bock et al., 1997; 1999).

En cuanto a los pequenos rumiantes, en Venezuela parecen tener un efecto de
reservorio al no presentar la enfermedad, al igual que los bovinos jévenes. De hecho se
han realizado infecciones experimentales en ovinos y caprinos y estos nunca mostra-
ron disminucién del hematocrito o fiebre; sin embargo, se infectaron y se observaron
los cuerpos de inclusién luego de la infeccién. Por otra parte, en estudios serolégicos
realizados con ELISA/MSP5r, en los estados Falcon y Guérico se encontraron preva-
lencias similares a la de los bovinos, por lo que parece que los vectores no hacen dis-
tincién entre unos u otros hospedadores. Estos nos permite inferir que estos pequefios
rumiantes son realmente reservorios de A. marginale (Tavares et al., 2010).

En cuanto a la fauna silvestre, también se han realizado muestreos de cinco ve-
nados de cola blanca (Odocotleus virginianus), encontrando dos positivos por frotis y
uno por western blot para A. marginale, por lo que quizas también actiien como reser-
vorios de la enfermedad (Silva-Iturriza er al., 2012). En buifalos no se ha realizado este
tipo de trabajos, pero es de suponer que al igual que los venados, ovinos y caprinos,
solo son portadores de A. marginale pero no la padecen. La Dra. Gabriela Pérez (comu-
nicacién personal), confirma que ha hecho el hallazgo clinico de anaplasmosis en bi-
falos, lo cual parece ser més un hecho fortuito que una constante, pues si bien es cierto
que el bufalo es refractario a la enfermedad, es posible que animales inmunosuprimi-
dos puedan desarrollar cuadros clinicos de anaplasmosis.

Para realizar el diagndstico clinico de la anaplasmosis es importante saber dife-
renciar al portador con otra enfermedad. Se define como caso clinico, cuando el ani-
mal presenta una rickettsemia superior al 10% con fiebre y hematocrito por debajo de
20%. La anaplasmosis es en si una enfermedad anemizante y por ello no se relaciona
con casos de animales con indices eritrocitarios superiores de 20%. Se considera que
en Venezuela es posible encontrar hasta seroprevalencias del 90%, pero es importante
también distinguir cuando el animal estd enfermo por A. marginale o cuando tiene
también A. marginale. En otras palabras, muchos son los casos en los cuales se encuen-
tran animales enfermos, en dectibito o deprimidos, pero en el frotis se observan esca-
sos cuerpos de inclusién, por lo cual es tratado como Anaplasma. En otras palabras,
para que una anaplasmosis aguda sea diagnosticada es indispensable evaluar mucosas,
temperatura y realizar un hematocrito. A nivel de campo, donde a veces es dificil rea-
lizar un hematocrito, es de gran ayuda, tener el ojo entrenado para evaluar las muco-
sas; sin embargo, sera dificil distinguir este caso de uno de tripanosomosis o de babe-
siosis, los cuales cursan igualmente con fiebre y anemia.

Es también importante comprender que en la actualidad, el veterinario clinico
no posce ninguna herramienta realmente practica para confirmar la anaplasmosis, de-
bido a que frente al caso agudo, el ELISA y el PCR carecen completamente de valor.
Para la evaluacion de los casos persistentemente infectados, en Venezuela se han desa-
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rrollado diferentes pruebas de diagnéstico, todas de gran utilidad para el estudio de
esta enfermedad o para conocer factores epidemiolégicos, que permitan establecer
medidas de control y su respectivo seguimiento.

Uno de los problemas para desarrollar una prueba de diagnéstico serolégico
para la anaplasmosis bovina es que esta bacteria no se cultiva ni se desarrolla en ani-
males de laboratorio. Por esa razén, se ha empleado una proteina recombinante como
antigeno, en vez de la bacteria completa. Los primeros trabajos para desarrollar esta
prueba, fueron hechos utilizando una técnica denominada inmunoprecipitacion, la
cual permitié establecer el perfil antigénico de A. marginale de asilados venezolanos.
En estos trabajos se encontré que la MSPS era una muy buena candidata para esto, de-
bido a su inmunodominancia en las pruebas seroldgicas, siendo ademds, reconocida
por todos los sueros utilizados (Leal et al., 2000).

Una vez identificada la MSP5 de A. margianle como un importante antigeno, se
procedié a clonarla y luego a expresarla. Para ello se diseié un PCR y se amplificé el
genmspS, el cual fue clonado en el vector PCRII (Invitrogen), el cual luego se usé para
trasformar E. coli competentes. Esto permitio la expresion y posterior purificacion de
la proteina recombinante de manera de obtenerla con alta pureza, para su empleo
como antigeno en los ELISAs (Reyna-Bello et al., 1998). Posteriormente, este mismo
ELISA, denominado ELISA/MSPSr, por ser esta proteina recombinante la que se usa
como antigeno, fue mejorado y utilizado para obtener diferentes seroprevalencias en
bovinos, ovinos y caprinos (Reyna-Bello et al., 1998; Eleizalde ez al., 2007). De igual
manera, se ha desarrollado la prueba de PCR para el diagnéstico de esta enfermedad,
tanto para detectar la presencia de A. marginale en bovinos, como en ovinos (Tavares-
Marquez & Reyna-Bello 2006).

Ambas técnicas, tanto el ELISA como el PCR han sido empleadas en diferentes
ensayos de campo, mostrando su versatilidad y precisién para el diagnéstico de la ana-
plasmosis bovina. En la actualidad, estdn a la disposicion para realizar investigacio-
nes, asi como para productores, veterinarios y técnicos del agro, en el laboratorio de
Inmunobiologia de la Universidad Simén Rodriguez.

Como se describié anteriormente, estas pruebas no son las mejores para el diag-
noéstico de la enfermedad; sin embargo, son muy itiles para determinar los perfiles se-
roepidemiolégicos de una poblacidn, para realizar traslados de animales o para im-
portar animales libres. Por ejemplo, cuando se desee establecer el control de la ana-
plasmosis en un rebaiio, es recomendable realizar su tratamiento puntual y medicio-
nes para verificar la disminucién de los anticuerpos por ELISA. En cambio, si lo que
se desea es evaluar la utilidad de una droga o cuando se importan o exportan animales,
la prueba recomendada es el PCR.

CONCLUSIONES: DESAFIOS INMEDIATOS Y FUTUROS

Se ha expuesto brevemente y con claridad los logros obtenidos en el tema de la
anaplasmosis; sin embargo, ain existe una serie de desafios por nuevos conocimien-
tos. Es importante evaluar en Venezuela como ocurre en realidad, la trasmision de la
anaplasmosis bovina, con el fin de establecer las prioridades epidemiolégicas y poder
establecer programas de control més certeros para minimizar su presencia.
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Resulta importante realizar una prueba de factores de riesgo de la anaplasmosis
bovina para determinar su trasmisién por agujas contaminadas.

El diagnéstico de la anaplasmosis aguda debe realizarse clinicamente y con la
ayuda de una centrifuga de hematocrito y de un microscopio.

Es imperativo en Venezuela aplicar técnicas biotecnoldgicas de diagndstico
como la prueba de LAMP o flujo lateral que permitan diferenciar los casos clinicos y
poder asistir de esta forma al médico veterinario de campo.

Es importante establecer medidas de control de la enfermedad con el empleo de
herramientas de avanzada como ELISA o PCR, para realizar seguimientos oportunos
con el fin de disminuir la elevada prevalencia de la enfermedad y evitar el exceso de
drogas que desmejoran la calidad de la carne y leche e incrementa los costos de pro-
duccidn.
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