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Deteccion y caracterizacion molecular de
Anaplasma marginale en ADN de muestras de
sangre de bovinos provenientes de Paraguay

Detection and molecular characterization of Anaplasma marginalein DNA
from blood samples of bovines from Paraguay
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Resumen. Anaplasma marginale es una bacteria intraeritrocitaria responsable de la
enfermedad conocida como anaplasmosis bovina, la misma tiene un gran impacto en la
produccién ganadera en regiones tropicales y subtropicales. La importancia del uso de
PCR convencional (cPCR) radica en la deteccién temprana de infecciones persistentes,
ademas, otros métodos de estudio pueden presentar limitaciones a la hora de realizar el
diagnoéstico. La region del gen Msp5 , es especifica para la deteccion de infecciones
persistentes. El presente trabajo se realizé utilizando 86 muestras de ADN bovino,
(sangre entera) mediante la técnica de cPCR para la amplificacion del gen Msp5. el 35%
(30/806) de las muestras fueron positivas para Anaplasma marginale. De las muestras
positivas, tres fueron secuenciadas. El analisis determiné que el .A. marginale obtuvo un
nivel de identidad del 99 — 100%. Ia construccién del arbol filogenético demostré que
las muestras obtenidas, se encontraban estrechamente relacionadas a otras secuencias
anteriormente reportadas en pafses de Asia y Africa.. Este estudio evidencia la
prevalencia de la enfermedad en el ganado paraguayo. Ademas, se destaca como la
primera evidencia molecular de A. marginale en el Paraguay, por lo que se recomienda
ampliar los estudios sobre su patogenicidad, mecanismo de transmision y distribucion
geografica.

Palabras clave: ADN, Anaplasma marginale, cPCR, bovino, sangre

Abstract. Anaplasma marginale is an intraerythrocytic bacteria responsible for the disease
known as bovine anaplasmosis, which has a great impact on livestock in tropical and
subtropical regions. The importance of using conventional PCR (cPCR) is the early
detection of persistent infections, since other study methods may present limitations
when are diagnosed. The region of the Msp5 gene is specific for the detection of
persistent infections. The present work was carried out using 86 bovine DNA samples,
from whole blood using the cPCR technique for the amplification of the Msp5 gene.
Thirty five percent (30/86) of the samples were positive for Anaplasma marginale. Of the
positive samples, three were sequenced. This analysis determined the presence of A
marginale with an identity level of 99 — 100%. The construction of the phylogenetic tree
showed that the samples obtained were closely related to other sequences previously
reported in countries from Asia and Africa. This study shows prevalence of the disease
in Paraguayan cattle. Furthermore, it is noted that this is the first molecular evidence of
A. marginale in Paraguay done by molecular techniques, so it is recommended to expand
studies on its pathogenicity, transmission mechanism and geographical distribution.

Reywords: DNA, Anaplasma marginale, cPCR, bovine, blood.
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Introduccion

Anaplasma marginale es una bacteria intraeritrocitica obligatoria, responsable de la anaplasmosis bovina en
animales domésticos y salvajes (Dumler et al., 2001; Rymaszewska & Grenda, 2008; Kocan et al., 2010). La
enfermedad estd ampliamente distribuida a nivel mundial, con una prevalencia significativa en regiones
tropicales y subtropicales, donde representa un serio problema econémico y productivo para la ganaderia en
areas infestadas de garrapatas enzodticas (Aubry & Geale, 2010). En Paraguay, estudios anteriores mediante
el diagnostico con frotis sanguineo revelan una frecuencia de Anaplasma spp. en bovinos del 15%, 32% y
43% respectivamente (Balbuena, 2021; Espinoza, 2018; Castro, 2019). Por su parte, en Uruguay, Brasil y
Bolivia evidencian una frecuencia de Awaplasma marginale del 22, 7%, 23% y 30,7% respectivamente. (Parodi
et al., 2021; De Souza Ramos et al., 2019; Ogata et al., 2021).

La enfermedad se transmite por garrapatas mediante la transferencia mecanica de sangre fresca del ganado
infectado al ganado susceptible a través de moscas que pican o por fémites contaminados con sangre,
incluidas agujas, marcas en las orejas, equipos de descornado y castraciéon. En algunas regiones, la
transmision transplacentaria de Anaplasma marginale puede contribuir a la epidemiologia de la anaplasmosis
bovina (Wahba, 2017; Ben Said et al., 2018).

Tras la infeccion, A. marginale invade y se multiplica en los eritrocitos maduros. Durante la fase aguda de
la enfermedad, la rickettsemia intraeritrocitica puede alcanzar concentraciones de hasta 10” organismos por
mililitro de sangre, lo que provoca anemia hemolitica severa y una tasa de mortalidad del 36% (Palmer et al.,
2000). Los animales que sobreviven a la fase aguda permanecen infectados de manera persistente, con ciclos
fluctuantes de 10° — 107 organismos por ml de sangre (French et al., 1998). Esta enfermedad genera pérdidas
econdémicas significativas en las industrias de produccion lechera y ganadera de carne a nivel global (Kocan
et al., 2003). Se caracteriza por debilidad generalizada, pérdida de peso, fiebre, anemia severa, palidez de las
membranas mucosas, aborto, letargo, ictericia, disminucién de la produccién de leche y, en muchos casos,
la muerte de los animales afectados. En paises en desarrollo, donde puede haber recursos limitados para el
control de garrapatas y la atencidén veterinaria, la anaplasmosis bovina se convierte en un problema
importante. (Zim et al., 2024).

La anaplasmosis bovina se puede detectar directa o indirectamente. Los métodos indirectos evaltan los
anticuerpos generados por el contacto previo con los agentes. Las técnicas mas cominmente utilizadas son
ELISA, inmunofluorescencia indirecta y aglutinaciéon (Goff et al.,2003; Organizacién Mundial de Sanidad
Animal, 2024). Estas técnicas son utiles para recopilar datos epidemiolégicos como la prevalencia de estos
agentes en un rebafo; sin embargo, no pueden utilizarse para la deteccién de enfermedades agudas. Los
métodos directos se basan en la visualizacién de los parasitos dentro de los eritrocitos en frotis tefiidos con

Giemsa o en la deteccion del ADN mediante PCR (Parodi et al., 2021). La baciloscopia es la técnica
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tradicional para la deteccion de A. mwarginale. Los parasitos se encuentran facilmente en los eritrocitos bovinos
cuando los animales se encuentran en la fase aguda de la infeccién (alta parasitemia). Sin embargo, la técnica
del frotis tiene menor sensibilidad para detectar animales portadores o animales en las primeras etapas de la
enfermedad. Ademas, la tincién utilizada puede generar artefactos, dando resultados falsos positivos, y
requiere personal capacitado. Para superar estos problemas, las herramientas de biologia molecular como la
PCR pueden ser utiles y tienen mayor sensibilidad y especificidad (Brito et al., 2000).

Seis proteinas de superficie principales (MSP) de A. marginale estan bien caracterizadas como mspla,
msplb, msp2, msp3, msp4 y msp5. Estas proteinas estan implicadas en la respuesta inmune y la produccion
de anticuerpos en los animales infectados (Tamekuni et al., 2009). El gen msp5 se caracteriza por su alta
sensibilidad y especificidad en el diagnoéstico molecular mediante PCR, lo que lo convierte en un marcador
clave para la deteccion de infecciones persistentes. (Torioni de Echaide et al., 1998). Estudios revelan que la
amplificacion por PCR de los genes msp2 y msp5 tiene un nivel similar de capacidad de deteccion, no asi el
gen mspl, que presenta una tasa de positividad baja, la cual podria explicarse en parte por su intenso grado
de diversidad de secuencias (Arnuphapprasert et al., 2023).

En Paraguay, el ganado bovino es de gran importancia econémica para la industria ganadera. Actualmente
en el pafs, solo unos pocos estudios citolégicos han investigado la prevalencia de .Anaplasma spp. en bovinos
y ninguno especificamente Anaplasma marginale mediante técnicas moleculares, por lo que faltan informes
epidemioldgicos detallados que incluyen datos genéticos de este patégeno que circula en la zona. Por lo
tanto, este estudio tuvo como objetivo la deteccidn y caracterizacion molecular de esta bacteria en muestras

de bovinos provenientes de Paraguay.

Materiales y Métodos

Area de muestreo

El trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologfa de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
la Universidad Nacional de Asuncién (UNA).

Material Biolégico

Fueron seleccionadas aleatoriamente 86 muestras del banco de ADN del Laboratorio de Biotecnologia,
las mismas fueron procesadas previamente durante el primer trimestre del afio 2024 a partir de muestras de
sangre entera bovina de aptitud de carne y leche que fueron remitidas al laboratorio con el proposito de ser
analizadas por la tecnica de PCR convencional para la deteccion de diversos hemopatogenos. L.as mismas
fueron extraidas mediante el kit comercial Gene]ET (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones
del fabricante, obteniendo 50puL. de ADN purificado. Postetior a su extraccién fueron conservadas a -20 °C
hasta su procesamiento. Se utilizé el NanoDrop ND-1000 para cuantificar las 86 muestras evaluadas por
triplicado y se determiné el valor promedio de la concentracion y pureza del ADN de cada una de las

muestras. Se trabajo con muestras de ADN con una concentracién promedio de 20 a 90 ng/pL.
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PCR convencional (c) para la deteccion de Anaplasma marginale

Las muestras se procesaron mediante la técnica de PCR convencional utilizando los cebadores msp5F 5
‘GTGTTCGTTGGGGTGTGATAGATGAG3y msp5R 5 TAAGAATTAAGCATGTGACCGCTGACS,
que delimitan todos los genes msp5 de A. marginale, y una regiéon no traducida de 3', segin Silva et al.
(2000), para amplificar una regién de 653 pares de bases. Como control positivo se utilizo ADN de un
bovino naturalmente infectado previamente secuenciado, y como control negativo, agua ultrapura libre de
nucleasas y ADN extraido de muestra de sangre de bovino que resulté negativo para 4. marginale en frotis
sanguineo. La mezcla de reaccion estuvo compuesta por 5 pL de GoTaq® Master Mix (Promega
Corporation, Madison, WI, EE.UU.) 200 nM de cada cebador externo (y), 2 pl. de ADN molde y agua libre
de nucleasas hasta completar un volumen total de 10 pL. El programa de arnpliﬁcaci(;n utilizado fue: un
ciclo de 94°C por 1 minuto; 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 53°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto; y la
extension final de 72°C por 10 minutos descrito por Corona y Martinez (2011). Todos los reactivos se
manipularon en condiciones de flujo laminar, utilizando puntas con filtros (Eppendorf®; BioPointe
Scientific, Mettler Toledo Rainin, EE.UU.).

Electroforesis

Los resultados se visualizaron en geles de agarosa al 1,5% (Agarose Gel Electrophoresis Kit -MB570) de
HiMedia (HiMedia Laboratories, India) mediante electroforesis en camara y fuente (Bio-Rad, modelo
V500/150) durante una hora. Para la visualizacion del ADN, los geles se tineron con bromuro de etidio (0,5
mg/mL) en TAE 1X durante 40 minutos y se observaron en un transiluminador de luz ultravioleta UVP
Inc. Digi Doc-It Darkroom (P/N 76-0311-01) con Drawer Assembly (P/N 98-0068-01). La extraccion de
ADN, ampliﬁcaci(;n por cPCR y electroforesis se realizaron en tres salas separadas para evitar la
contaminacion cruzada.

Secuenciamiento y analisis filogenetico

Para confirmar los productos obtenidos mediante cPCR, se seleccionaron aleatoriamente tres muestras
positivas, que fueron enviadas a Macrogen (Corea del Sur) para su purificacién y posterior secuenciacion
mediante el metodo Sanger. Las secuencias forward y reverse se analizaron en el programa MEGA 11 para
obtener secuencias consenso. El porcentaje de identidad se determiné utilizando la herramienta BLASTn
(Altschul et al., 1990). Elanalisis filogenético se realizé6 mediante Maximum likelihood, utilizando el modelo
de sustitucion de maxima verosimilitud determinada en el software MEGA 11 (Kumar etal., 2018), se estimé
mediante un analisis bootstrap con 1000 réplicas.

Numeros de acceso al Genbank para secuencias de nucledtidos de _Anaplasma marginale

Los numeros de acceso de las secuencias de nucleétidos utilizadas para la comparacioén se indicaron junto
al nombre del organismo en la Figura 2. Se incluy6 la secuencia de Bartonella henselae (AM294984) para
representar el grupo externo. Las secuencias de nucle6tidos obtenidas en este estudio fueron registradas en
GenBank con los siguientes nimeros de acceso: genes msp5 de A. marginale (PQ815167, PQ815168 y
PQ815160).
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Resultados

En la evaluacion por ¢cPCR de muestras de ADN basadas en el gen msp5, el 35% (30/86) de las muestras
de bovinos resultaron positivas para infeccion por A. marginale. Todas las muestras positivas mostraron el

producto de PCR esperado de 653 pares de bases. (Figura 1)

Figura 1. Resultado de electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de productos de amplificacion de la cPCR,
utilizando cebadores del gen msp5 especificos para .A. marginale. 1: marcador de peso molecular
de 100 pb; C-: control negativo; pocillo 3,4,7,11,12,14 y 16: muestras positivas a A. marginale; C+:
control positivo que corresponde a un tamafio de 653 pb.

Para confirmar los resultados de la cPCR, se secuenciaron tres productos de PCR positivos. Un analisis
BLAST de las secuencias obtenidas mostré una identidad significativa (99 — 100%) con secuencias de A.
marginale reportadas en Tailandia (ON456122, ON456120), China (F546443), Benin (ON456120), Nigeria
(ON227469) y Sri Lanka (LC467687). El analisis de distancia (Figura 2) utilizando el software MEGA 11
con el método Maximum Composite Likelihood reveld tres clados bien definidos de secuencias de A. warginale.
Las tres secuencias msp5 detectadas en ganado vacuno de Paraguay se agruparon con secuencias de
Tailandia, China, Benin, Nigeria y Sri Lanka. Otro clado incluyé secuencias de Jabotical, Palmeira, Florida y
St. Maries, mientras que el tercer clado comprendié aislados de Str. Dawm, Palmeira, Brasil, Uruguay, Italia,

Tamaulipas, Jabotical, Colombia y Argentina (Figura 2).
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Figura 2. Arbol filogenético basado en las secuencias de/ gen msp5 de las especies de Anaplasma. El arbol
filogenético se construy6 utilizando MEGA11 basado en el método del vecino més cercano,
utilizando el modelo de sustitucién de maxima verosimilitud compuesta. Las secuencias
obtenidas en este estudio se muestran al lado del nombre del pais sefialadas mediante una llave.

Discusion

De las 86 muestras examinadas, se identificaron bandas de ADN de Anaplasma marginale en las muestras
de 30 (35%) bovinos. Se han reportado en el pais prevalencia de Awnaplasma spp. en bovinos que presentan
una variacic;n, entre 15% a 43%, basado en diagnéstico citolo’gico (Balbuena, 2021; Espinoza, 2018; Castro
2019). Si bien el resultado obtenido en este trabajo es similar a los previamente referenciados, es importante
destacar que dichos estudios mencionan la presencia del patégeno de manera genérica, a diferencia de este
trabajo en donde se demuestra la circulacion de Awaplasma marginale mediante su detecciéon molecular.
Estudios previos indican que en la lectura de frotis se observan inconvenientes para diferenciar especies de
Apnaplasma caando hay formas inmaduras presentes, lo que requiere personal capacitado para una deteccion

precisa. Asi como la sensibilidad de la lectura de frotis se reduce cuando las muestras no son optimas.
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(Canever et al., 2014; Parodi et al., 2021). Para superar estos problemas, las herramientas de biologia
molecular como la PCR pueden ser ttiles y tienen mayor sensibilidad y especificidad. (Brito et al., 2006)

El porcentaje de .A.marginale detectado en el ADN de bovinos podria explicarse por el hecho de que las
garrapatas son vectores biologicos bien conocidos de Anaplasma spp A nivel mundial, se ha documentado
que aproximadamente 20 especies de garrapatas son vectores biologicos de estas bacterias. Las garrapatas
reportadas en Paraguay, pueden clasificarse como “endémicas o establecidas”, Ixodes loricatus, Rhipicephalus
microplus y Rh. sanguineus. 1.a mayoria de las recolecciones de garrapatas paraguayas se han realizado en el
dominio fitogeografico del Chaco, en la parte central del pais. ~Argas persicus o una especie relacionada, A.
cajennense, D. nitens, Rh. microplus y Rh. sanguinens son parasitos importantes de los animales domésticos. Lo
que respecta a Rhapicephalus microplus es mas comun en la Region Oriental y se encuentra ampliamente en el
ganado bovino en Paraguay; por lo tanto, probablemente esté establecido en todos los dominios amazénicos
y chaquefios (Nava et al., 2007) Ademas de estos, existen otros medios mecanicos de transmision, como
fomites contaminados, agujas, descornes, pinzas nasales, dispositivos para marcar las orejas, instrumentos
de castracion y dipteros chupadores de sangre de los géneros Tabanus, Stomoxysy varias especies de mosquitos
que actian como jeringas bioldgicas (Kocan et al., 2010). Estos tipos de transmisién estan ampliamente
distribuidos y son comunes en la practica ganadera del Paraguay, lo que se correlaciona fuertemente con el
alto porcentaje de infeccion por A. marginale en el ganado bovino.

La amplificaciéon del ADN del patégeno mediante PCR tiene ventajas claras sobre otros métodos para la
deteccion en animales persistentemente infectados con A. marginale, ya que esta bacteria puede ser dificil de
detectar mediante técnicas convencionales como examenes microscopicos (Melman et al., 2004) cuando los
niveles de parasitemia son bajos. Herrero et al. (1998), demostraron que la PCR puede identificar estos bajos
niveles de parasitemia en animales persistentes, algo que no es posible con los métodos diagndsticos
tradicionales.

La seleccion del gen msp5 para la deteccion de A. marginale se basa en estudios previos que han
demostrado que las proteinas MSP de estas bacterias son fundamentales en las interacciones del parasito
con sus hospedadores vertebrados y sus vectores. Msp5 también se ha utilizado como diana para detectar A.

marginale en ganado vacuno en muestras de campo y, con mayor frecuencia, en muestras experimentales

(Futse et al., 2003). Msp5 esta’ muy conservado entre las cepas de A. marginale y es un gen de copia tnica,

por lo que ofrece algunas ventajas como diana para garantizar la deteccion de cepas ampliamente variantes
de A. marginale (Organizacion Mundial de Sanidad Animal, 2024). Estos genes evolucionan mas rapidamente
que otros debido a la presion selectiva de los sistemas inmunolégicos de hospedadores diferentes presentes
en el ciclo de transmisién (de la Fuente et al., 2005; Kocan et al., 2003; Kocan et al., 2004; Brayton et al.,
2005). El uso del gen msp5 proporciona una herramienta diagnostica sensible y especifica para detectar A.
marginale en animales, independientemente de la presencia de sintomas clinicos, para lo cual es crucial tanto

para la importacién como la exportacion de ganado (Corona & Martinez, 2011).
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Las secuencias del gen msp5 detectadas en este estudio se agruparon con las reportadas en muestras de
ganado de Tailandia, China, Benin, Nigeria y Sri Lanka, formaron un grupo distinto al de los bovinos de
América del Norte y Sudamérica. Estos hallazgos muestran un alto grado de similitud genética con
secuencias de diversos paises de Asia y Africa. Un patrén similar fue reportado por Arnuphapprasert et al.
(2023), quienes observaron que las secuencias de A. marginale msp5 de Tailandia, China, Brasil, México,
Benin, Japon, Kenia y Sri Lanka se agrupaban en un clado especifico. Estos resultados podrian explicarse
mediante lo evidenciado por Kocan et al., (2010), en donde explican que se han identificado varias cepas de
A. marginale en diversas regiones geograficas. Exhiben diferencias morfologicas, secuencias de proteinas
unicas, caracteristicas antigénicas variadas y capacidades de transmision variables a través de las picaduras
de garrapatas. La interaccion entre A. marginale y las células huésped depende en gran medida de sus
principales proteinas de superficie, que determinan su capacidad para causar enfermedades. Se identificaron
seis MSP en A. marginale, derivadas de eritrocitos bovinos (Barbet et al., 2000). Se descubrié que estaban
conservados en organismos derivados de cultivos celulares y garrapatas (Kocan et al., 2003 & Kocan et al,,
2004). De estas MSP, MSP1a, MSP4 y MSP5 provienen de genes tnicos y no varfan antigénicamente dentro
de las cepas. Sin embargo, MSP1b, MSP2 y MSP3 pertenecen a familias multigénicas y pueden variar
antigénicamente, particularmente en ganado infectado persistentemente (Kocan et al., 2003, Kocan et al.,
2010 y de la Fuente et al., 2005). Estudios recientes han sugerido que los diferentes genotipos de A. marginale
dentro de rebafios en un drea endémica pueden explicarse por eventos de transmision independientes a
través de movimientos de ganado infectado, en lugar de movimientos de garrapatas (Kocan et al., 2004; de
la Fuente & Kocan, 2000).

La anaplasmosis bovina es una causa importante de morbilidad y mortalidad en el ganado,
particularmente en el ganado mestizo en regiones tropicales y subtropicales. La distribuciéon geografica de la
enfermedad depende de la densidad y distribucion de las garrapatas vectores y huéspedes reservorios. La
distribucién de la anaplasmosis puede seguir cambiando debido al calentamiento global, que puede afectar
el movimiento del huésped de la garrapata (de Souza Ramos et al., 2019).

Finalmente es importante acotar, que actualmente existen limitaciones en cuanto al control y prevencion
de A. marginale, ya que las vacunas desarrolladas hasta la fecha no son altamente efectivas. Igualmente, el
tratamiento con antibiéticos no ha sido eficaz en varias granjas, ya que los animales tratados suelen volver a
infectarse. Ademas, los antibioticos también presentan un mayor costo para el agricultor (da Silva et al.,
20106). La insuficiente sensibilidad y especificidad de los ensayos de diagnéstico de Awaplasma spp., el
potencial de reacciéon cruzada entre especies de este género y la necesidad de determinar el estado de
infeccién de los animales han llevado al desarrollo de ensayos de PCR para el diagnéstico de Anaplasma
marginale. Sin olvidar que el control de la anaplasmosis, necesita de métodos de diagnéstico que permitan

conocer la prevalencia del microorganismo en las diferentes zonas de los paises tropicales y subtropicales,

adema s que permitan identificar de forma segura los animales portadores para el movimiento de animales

a zonas libres del hemoparasito (Camacho-Nuez et al., 2000).
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Conclusion

Este estudio representa el primer reporte de la deteccion molecular de Anaplasma marginale a partir de
ADN sanguineo de bovinos en Paraguay. Sin embargo, se requieren mas investigaciones para profundizar
en la patogenicidad, distribuciéon geografica y los ciclos de transmision de esta bacteria, asi como la

amplificacion de otros genes que permita una mejor clasificacion filogenética de las cepas detectadas.
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