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INTRODUCCION 

JUSTIFICACION 

En Venezuela, la proteina de origen animal es casi exclusivamente de 

origen bovino, por 10 que es importante buscar nuevas alternativas para la 

allmentaclon. Por ello, se desea trabajar con ovinos como especie alterna 

para el aporte nutricional. 

Por otra parte, la anaplasmosis conjuntamente a la babesiosis y la 

tripanosomiasis constituyen uno de los principales obstaculos para el 

desarrollo de las ganaderias tropicales. Afectando no unicarnente los 

animales nativos sino tarnblen impidiendo la importaclon de ani males de alto 

valor qenetico, puesto que estos general mente son de zonas libres de estas 

enfermedades y por ende altamente susceptibles a elias (Uuilenberg, 1.995; 

Rivera, 1.996). 

Especificamente en Venezuela, el 47,6% de su ganaderia bovina se 

encuentra afectada por la anaplasmosis y se estima que ocasiona un alto 

porcentaje de perdida de produccion bovina e incluso de muertes 

especial mente en animales bajo condiciones de stress (Garcia y Giardina, 

1.990). 
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Curiosamente, esta enfermedad no ha sido debidamente estudiada en 

ovinos de Venezuela, por 10 que no se conoce ni los aspectos clinicos de 

esta enfermedad ni su posible impacto en la ganaderfa. 

Una de las maneras para determinar la posible presencia de una 

enfermedad en una poblaci6n, es a traves de la detecci6n de anticuerpos 

especificos que reconozcan al agente causal (rnetodos seroI6gicos). Por esta 

raz6n, se usara la tecnica serol6gica de inmunotinci6n para detectar 

anticuerpos anti-Anaplasma marginale con la finalidad de identificar la 

posible presencia esta enfermedad en ovinos de Venezuela. 
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PROBLEMA 

Desarrollo de un rnetodo de diagn6stico para determinar la presencia 

de la anaplasmosis ovina en Venezuela. 

INVESTIGAGION 

Tipo de investigaci6n: Exploratoria sequn la clasificaci6n de Dankhe 

(citado por Hernandez y col., 1.998). 



OBJET/VOS 

GENERAL 

Determinar la presencia de la anaplasmosis ovina en Venezuela con 

la tecnlca de inmunotinci6n. 

ESPECfFICOS 

• Purificar la protefna recombinante MSP5 de Anaplasma marginale. 

• Estandarizar la tecnica de inmunotinci6n para la detecci6n de 

anticuerpos ovinos. 
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• Determinar la presencia de anticuerpos anti-MSP5 en sueros ovinos 



MARCO TEOR/CO 

La anaplasmosis es una enfermedad infecciosa y trasmisible del 

ganado, que se manifiesta por una anemia progresiva asociada con la 

presencia de cuerpos intraeritrocfticos denominados Anaplasma sp (ver 

figura 1). Theiler (1.910) denomin6 este parasito con el terrnino Anaplasma 

que indica que el agente es desprovisto de citoplasma. 

Esta enfermedad fue observada por primera vez en conjunto con el 

estudio de la piroplasmosis en el ganado por Smith y Kilborne (1.893), citado 

por Ristic (1.960). Estos investigadores registraron la incidencia de "cuerpos 

intra-corpusculares", los cuales tarnblen lIamaron "cuerpos parecidos a 

coccus 0 "puntos marginales", en los gl6bulos rojos de la sangre del ganado 

afectado. Para ese entonces, estos cuerpos intracorpusculares fueron 

considerados como un estado del clclo de vida del Piroplasma bigemicum, 

actualmente Babesia bigemina. 

Theiler (1.910) en el transcurso de sus estudios de inmunidad 

cruzada, demostr6 que la anaplasmosis es una enfermedad distinta a la 
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Fig.1. Anaplasma marginale. Frotis delgado de sangre en coloracion Giemsa 

bajo microscopio a 1000X. 

14 



piroplasmosis. Por ello, el concluy6 que los "cuerpos crornatlcos" 0 tamblen 

lIamados "puntos marginales" presentes en los eritracitos de animales 

afectados, representaban un nuevo genera de protozoarios -EI Anaplasma-. 

Anteriormente, el genera Anaplasma estaba clasificado dentro de la 

Familia Anaplasmataceae perteneciente al Orden de las Rickettsias (Ristic y 

Kreier, 1.984), pero a partir de estudios mas recientes de 168 RNA, el 

genero Anaplasma se clasific6 dentro de las a-prateobacterias, genogrupo II 

de las Ehrlichias perteneciente al orden de las Rickettsias (Walker y Dumler, 

1.996; Gray, 1.998; Inokuma y col, 2.001). 

Desde 10 anunciado por Theiler en 1.910, la anaplasmosis ha sido 

reportada en los paises tropicales y sub-tropicales de todo el mundo, siendo 

reconocida como una entidad especifica e infecciosa que amenaza la 

industria ganadera de estas regiones (Ristic 1.960). 

Ristic (1.960), describi6 que esta enfermedad febril ocurria a finales de 

verano y principios de otorio y que atacaba frecuentemente al ganado adulto. 

Adernas, senalo los siguientes sintomas: elevaci6n de la temperatura de 

104-105 of, disminuci6n en la cantidad de leche, 
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Fig. 2. Arbol filoqenetico de Anaplasma margila/e sequn Walker y Dumler, 

a proteobacterias 
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constlrpacion 0 diarrea, perdida de peso, taquipnea y temblores musculares. 

Otros autores indican que la anaplasmosis causa una anemia rapida y 

progresiva lIegando a perder desde el 60%-65% de los qlobulos rojos (Jones 

y Brock, 1.966). La clinica de esta enfermedad esta relacionada directamente 

con la edad y generalmente se presenta en bovinos de 1-2 arios 0 a mayor 

edad. Incluso, es frecuente en vacas sobre los 3 aries, preriadas 0 en 

lactacion (Rivera, 1.996). 

En ovinos, esta enfermedad se caracteriza igualmente por una anemia 

que puede variar de ligera a severa. Incluso, en algunos casos la 

anaplasmosis ovina puede conllevar a la muerte de los animales afectados. 

Esta enfermedad en ovinos ha sido reportada principal mente en Africa, 

aunque tam bien en el sureste de Europa se han observado algunos brotes. 

Asi mismo, a mediados del siglo pasado, fue reportada la enfermedad en 

Estados Unidos, Rusia y en China (Ristic, 1.960). 
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Curiosamente, los ovinos no son clinicamente afectados de manera 

severa por al Anaplasma marginale pero si por el Anaplasma ovis. En 

cambio, los bovinos presentan una resistencia natural al Anaplasma ovis 

(Ristic, 1.960). 

La anaplasmosis puede ser transmitida de un rumiante a otro de dos 

maneras diferentes: bioloqicamente por garrapatas 0 rnecanicarnente por 

objetos contaminados con sangre 0 a traves del aparato bucal de los 



mosquitos (Kocan, 1.995). Rivera (1.996), senala que las principales formas 

de transmisi6n, corresponden a la transferencia rnecanica de eritrocitos 

parasitados en las piezas bucales de insectos hemat6fagos 0 a la 

transmisi6n biol6gica del parasite por garrapatas, durante su fase de 

alimentaci6n. Estas garrapatas principalmente del genero Dermacentor sp, 

pueden alimentarse de la sangre parasitada de un animal enfermo y 

posteriormente, cambiar de hospedero a un rumiante sano, transmitiendo asi 

el Anaplasma sp. 

En las garrapatas, el desarrollo de Anaplasma, tiene lugar dentro de las 

vacuolas parasitarias donde experimentan un cicio de desarrollo que da lugar 

ados formas morfol6gicas. La primera, es la forma reticular donde ocurre la 

multiplicaci6n y divisi6n por fisi6n binaria, para tomar la segunda forma 

morfol6gica lIamada "forma densa" don de crece el organismo. La infecci6n 

inicial y desarrollo del A. marginale en las garrapatas ocurre en las celulas 

epiteliales del intestino medio y termina en las qlandulas salivales. Por 10 

que, los principales sitios de infecci6n son las qlandulas salivales y las 

celulas que conforman su lntestino (Kocan, 1.995). 

En bovines, el cicio eritrocitico de A. margin ale se inicia con la 

adherencia del Anaplasma al gl6bulo rojo, en segundo lugar el eritrocito 

invagina a la bacteria en una estructura vesicular. Posteriormente, esta 

ehrlichia comienza a dividirse por fisi6n binaria, induciendo cambios en la 
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membrana eritrocitica y en la densidad cltoplasrnatlca, 10 que trae como 

consecuencia la formaci6n de poros por donde se liberan los parasites para, 

a su vez, infectar a otras celulas (ver figura 3) (Giardina y col, 1.983). 

EI conocimiento sobre la prevalencia e incidencia de la anaplasmosis 

bovina en una finca 0 area en particular, es de singular relevancia, puesto 

que es una ayuda importante para el medico veterinario en la conducci6n del 

diagn6stico de esta enfermedad. Para facilitar el diagn6stico, es necesario 

considerar si la presentaci6n de brotes es estacional 0 no y si posiblemente 

se incrementan al inicio del periodo de IIuvia 0 a finales del mismo, por 

aumento de la poblaci6n de vectores, 0 bien luego de la movilizaci6n 0 

exposici6n de animales en areas enzo6ticas, 0 de la realizaci6n de ciertas 

practicas de manejo como vacunaciones, descorne, desparasitaciones, etc. 

(Rivera, 1.996). 

Por esto, el diagn6stico de esta enfermedad es vital y puede realizarse 

usando diferentes metodologias. Estas, las pudieramos reunir en tres 

grupos, el diagn6stico clinico de la enfermedad, rnetodos parasitol6gicos 

directos y rnetodos parasitol6gicos indirectos. EI diagn6stico clinico de la 

enfermedad, se basa en determinarla a traves de los diferentes signos y 

slntomas que presenta esta enfermedad, tales como la fiebre, anemia, 

taquipnea, perdida de peso y temblores musculares. EI problema de usar 

esta metodologia consiste en que es muy imprecisa y tiende a confundirse 

19 



con otras enfermedades causadas por hemoparasltos (tripanosomiasis 0 

babesiosis) (Giardina y Garcfa, 1.990). 

Para un diaqnostico mas preciso, se ofrecen las tecnicas parasitoloqicas 

directas e indirectas. Los diaqnosticos parasitoloqicos directos, son aquellos 

que detectan directamente al parasite a traves de estudios postmortem 

(usando frotis de orqanos, exudados, etc) 0 por procedimientos de 

laboratorio tales como sondas de ADN, frotis coloreados con acridina­ 

naranja, PCR, Giemsa, etc. (Caballero, 1.993; Rivera, 1.996). Los rnetodos 

parasitoloqlcos indirectos son aquellos que detectan, indirectamente, la 

presencia del paraslto tales como Western Blot (inmunotinci6n), fijaci6n de 

complemento, aqlutinacion en placas, ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) 

(Ristic, 1.960; Ndung'u y Col, 1.995; Rivera, 1.996; Visser y Col, 1.992). 

Han side identificados varios polipeptidos de superficie de membrana 

de A. marginate como antfgenos inmunodominantes denominados MSP1 a, 

MSP1 b, MSP2, MSP3, MSP4 Y MSP5 (Palmer y Mc.Guire, 1.984; Tebele y 

Col, 1.991). 
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Figura 3. Microscopfa electr6nica del cicio de A. margianle en el eritrocito. 1. 

Adhesi6n de la unidad infecciosa al eritrocito. 2. Eritrofagocitosis. 3 y 4. 

Divisi6n por fisi6n binaria. 5. Proceso inverso a la eritrofagocitosis. (Fotos 

gentilmente cedidas por Antonio Bretaria y Salvador Giardina). 
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EI ultimo que ha sido descubierto, la MSP5 (Tebele y Col, 1.991; 

Visser y Col, 1.992) es un dimero muy conservado en todas las cepas de 

Anaplasma marginale estudiadas hasta el presente e incluso en A. central y 

A. o vis. (Visser y col, 1.992; Knowles y col, 1.996; Ndung'u y Col, 1.995; 

Reyna-Bello y col, 1.998). Este peptide, ha sido seiialado como una 

excelente herramienta diaqnostica en la anaplasmosis bovina, ovina y 

caprina, tanto en los Estados Unidos como Brasil, Australia, Africa e incluso 

Venezuela (Visser y Col, 1.992; Ndung'u y Col, 1.995; Vidotto Y Col, 1.998; 

Reyna-Bello, 1.998; Molloy y Col, 1.999). Tal es el caso de un estudio 

realizado en Oregon, E.U.A. donde la MSP5 fue utilizada en un ELISA 

competitivo y los resultados se contrastaron con la tecnlca de PCR, en zonas 

libres de A. marginale y donde es endemica la anaplasmosis. Como 

resultado, se dernostro que habia una gran homologia entre ambas tecnicas 

(Torioni y col, 1.998). 

Debido a estos trabajos aqul descritos que demuestran la capacidad 

lnmunoqenica de la proteina MSP5 en Venezuela y el mundo, escogimos 

esta proteina clonada y expresada en E. coli para iniciar un trabajo preliminar 

en el diaqnostico de la anaplasmosis ovina en Venezuela. 
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MATERIALES YMETODOS 

Diagrama experimental 

Cultivo de criopreservado de 
E.coli recombinante con A. margina/e 

Ais/amiento de una colonia simple de E. coli 
portadora del plasmido pAR1903 

que contiene el gen msp5 

I Preparaci6n de cultivo de pAR 1903 I 
Gel comparativo r- pAR 1903 Y JM 109 

Purificaci6n de la MSP5 

Analisis por SDS-PAGE 
de los e/uatos de la - 

columna de purificaci6n 

Gel preparativo 
SDS-PAGE 

Inmunotinci6n 

Fig. 4. Diagrama experimental 
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La metodologia que sera utilizada para la realizaci6n del trabajo especial de 

grado, consta de los siguientes pasos: 

A ) lnoculo de Anaplasma 

Con un tubo al va do que contenia anticoagulante EDTA 

(etilenodiaminotetraacetato), se realiz6 una punci6n intravenosa y se 

sustrajo 2 ml de sangre de un becerro infectado experimental mente con 

A. marginate que presentaba una parasitemia del 8%. Este becerro fue 

inoculado previa mente con una cepa de A. marginate obtenida por la 

Universidad Sim6n Bolivar. localizado en la localidad de Yaracal, Estado 

Falc6n. Nos referiremos a esta cepa a continuaci6n con el nombre de 

"cepa Yaracal". 

B ) tnteccion experimental 

Un cordero de aproximadamente 4 meses de edad mantenido en el 

bioterio de la Universidad Nacional Experimental Sim6n Rodriguez con 

alimento y agua ad tibitum, fue infectado, por via intravenosa, con 2 ml de 
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sangre proveniente de un becerro inoculado con la cepa Yaracal, 

utilizando para ello una jeringa esterilizada. 

Previamente a la lnfeccion experimental la presencia de 

hernoparasitos fue controlada por ELISA, inmunotincion y frotis, 

encontrandose libre de anaplasmosis, babesiosis y tripanosomiasis. 

Sintomas c/inicos observados: 

Se observe diariamente la condicion del animal prestando especial 

atencion al consumo del alimento, agua, temperatura y respiracion. 

Hemetotoqle: 

Perlodicarnente, se tomaban de la vena yugular ayudado con una 

aguja Vacutaner 2 tubos de sangre, uno en presencia de EDTA 

como anticoagulante y el otro sin anticoagulanete. EI tubo sin 

presencia de anticoagulante, se dejo en reposo por 1 hora y luego 

se centrlfuqo a 2000 Xg par 15 minutos. Transcurrido este tiempo, 

se descarto el coaqulo y final mente se trasvaso el suero a un tubo 

limpio para su preservacion a _20DC hasta su uso. 

EI tubo con EDTA conteniente de sangre, se utilize para realizar 

hematocrito y frotis coloreado con acridina-naranja-bromuro de 

ethidium (quien tine la superficie celular). 
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Hematocrito: 

Se lIen6 % de dos tubos capilares con sangre (se hizo por 

duplicado) y se tap6 uno de sus extremos con plastilina. Luego, se 

centrifugaron los tubos capilares a 3600 Xg por 5 minutos y se 

midieron los hematocrito con la ayuda de una tabla porcentual. 

Tecnice de acridina-bromuro de etidium: 

Siguiendo el protocolo de Caballero (1.996), se mezclaron 95 

J.!I de sangre del tubo con EDT A y 5 J.!I de la mezcla de acridina 

naranja-bromuro de ethidium en tubo de centrifuga de 1 ml y se 

agit6. Se tom6 20 J.!I de la mezcla y se dej6 correr en forma de 

gota, a traves de un portaobjeto con el fin de hacer un frotis. Este 

se hizo por duplicado y se dejaron secar. 

Luego, estos frotis se observaron en un microscopio de luz 

ultravioleta y se realiz6 el conteo de eritrocitos infectados con A. 

marginale con la ayuda de un contador de celulas, determinando 

asl, el porcentaje de ricketsemia. 
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C) Sueros Ovinos experimentafes 

Se usaron 14 sueros ovinos que tenian sintomatologia caracteristica 

de enfermedades causadas por hemoparasitos, provenientes del estado 

Falcon de la estacion experimental "Zambrano" de la Universidad 

Nacional Experimental Francisco de Miranda. 

D) Cuftivo de fa bacteria recombinante. (Sambrok S. y col, 1.989) 

Usando el cloruro de Sodio (5 grs.), Triptofano (10 grs.), extracto de 

levadura (5 grs.) y agua destilada hasta completar un litro, se realize el 

medio de cultivo LB (Luria Bertani). Este medio se esterilizo en el equipo 

automatico de esterillzaclon por 20 minutos alcanzando una temperatura 

de 121°C a 1,5 atrnosferas. Luego de enfriarse, se anadto a este medio 

esterilizado ampicilina hasta alcanzar 50 ).lg/ml y por ultimo se inocula el 

criopreservado de la E. coli recombinante. Se coloco en una incubadora 

a 37° C por 24 horas en aqitacion vigorosa. 
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E) Aislamiento de una colonia simple de E. coli portadora del plasmido 

pAR1903 que contiene el gen mspS. (Reyna-Bello y col, 1.998) 

Se tom6 100 ml de LB medio, se Ie aiiadi6 1,5 grs. de agarosa y 100 

).ll de ampicilina preparada en una concentraci6n de 50 mg/ml, esto con el 

fin de hacer un medio s6lido. Esta mezcla aun en estado liquido, se verti6 

en placas de petri y se dejaron enfriar. 

Con la ayuda del asa de platino, cada placa se cultiv6 tres veces en 

forma de zigzag con la bacteria recombinante previa mente incubada en el 

medio liquido y se dej6 en la incubadora por 24 horas a 37°C para su 

cultivo. 

Luego de cultivada en placas de petri, la bacteria E. colt recombinante 

portadora del gen msp5 de A. marginate, se tom6 una colonia de esta 

placa con el asa de platino y se coloc6 en un frasco que contenia 50 ml 

de LB con 50 ).ll de ampicilina preparada a la misma concentraci6n. 

Para controlar la contaminaci6n del cultivo, este procedimiento se 

realiz6 dentro de una carnara de flujo laminar con un mechero encendido. 
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-------------------------------------- 

F) Puriticeclon de fa MSP5. (Reyna-Bello y col, 1.998) 

Para realizar la purificacion de la proteina MSP5 se usa una columna, 

que contiene una resina de niquel (ProBond Sistem, Invitrogen) y una 

serie de soluciones tampon a diferentes pH, que permiten la elusion de la 

proteina recombinante. Como esta proteina recombinante, fue clonada en 

un vector que agrega en el extremo N-terminal del peptido, una cola de 6 

aminoacidos histidina y este, tiene fuerte afinidad por el niquel, se puede 

separar por afinidad la proteina recombinante del resto de proteinas de 

E.co/i. 

Con la flnalidad de realizar la purificacion de la MSP5 se realizaron 

dos etapas, primeramente, la preparacion de las E. coli y posteriormente, 

la elusion a traves de la columna (ver figura 5). Las soluciones tampon 

fueron preparadas equn anexo 1. 
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Diagrama de purificacion 

I Preparacion de la columna Preparacion de la Ecoli 

I I 
Lavado de la Sonicacion con 
columna de Glicina-HCI 

purificacion con 
agua destilada 

I I 
Equilibracion 

del pH de la columna con I solucion tampon pH 7,8 

I I 
Elusion de 
la columna 

con solucion tampon 
pH6 

Elusion de la 
Columna con 

solucion tampon 
pH 5,3 

Elusion de la MSP5r con 
solucion tampon pH 4 

Dialisis de la NlSP5r 

I 
Liofilizacion 

Fig. 5. Diagrama de puriticacion 
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1.- Preparaclon de las E. coli: 

Anticipadamente, se equiltbro la solucion Guanidina-HCI a 37°C 

en una incubadora. Luego, se centrifuqo el cultivo de E. coli en 

medio LB a 8.000 Xg durante 20 minutos, se desecho el 

sobrenadante y se resuspendio el precipitado con 10 ml de la 

solucion Guanidina-HCI. Se aqito el cultivo durante 5-10 minutos a 

temperatura ambiente para asegurar la lisis de las paredes 

celulares de la E. coli. Consecutivamente, se sonlco el lisado de 

las celulas sobre hielo con 3 pulsos de 5 segundos cada uno a alta 

intensidad Posteriormente, se centrifuqo la mezcla a 3000 Xg 

durante 15 minutos con el fin de remover la parte insoluble. 

Finalmente, se alrnaceno el sobrenadante a -20°C hasta su 

uso. 

2.- Elusion a traves de la columna: 

Proceso A: Lavado de la columna. 

Antes de continuar con la purificacion, se procede a preparar la 

columna de elusion. En primer lugar, se centrifuqo la columna por 

2 minutos a 800 RPM para descartar el sobrenadante. Se coloco 
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5ml de agua destilada y se resuspendio el contenido con la ayuda 

de un agitador (Labline, rotator) por un espacio de 10 minutos. 

Este proceso se hizo dos veces. 

Proceso B: Equilibracion del pH de la columna. 

Para equilibrar la columna en el pH 7,8, se centrifuqo la resina 

por 2 minutos a 800 RPM, con el fin de descartar los 5ml de agua 

destilada que se Ie habla agregado previamente. Luego, se anadio 

5 ml de soluclon tampon pH 7,8 en la columna y finalmente se 

resuspendio en un agitados por 10 minutos. Este proceso se hizo 

dos veces. 

Proceso C: Elusion de la proteina MSP5. 

Se centrifuqo por 2 minutos a 800 RPM para descartar la 

soluclon tampon de pH 7,8. Posteriormente, se ariadio 5 ml de la 

solucion Guanidina-HCL-E.coli que contiene el lisado de E. coli 

recombinante. Luego, se resuspendio la columna aqitandola por 10 

minutos en un rotador. Este proceso se realize dos veces para 

completar los 10 ml de glicina-HCI. 
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Posteriormente, se realize de nuevo el proceso B, se 

recoqio el sobrenadante y se determino en un espectrofotometro 

(Milton Roy, Spectronic 1201) la densidad optica de cada una de las 

muestras a ),,=280. Luego, se repitio este mismo proceso con las 

soluciones tampon de pH 6, 5,3 Y 4. La determinacion de la densidad 

optica en el eluato obtenido con la solucion tampon de pH 4 nos indico 

cuando eluyo la protefna recombinante. Posteriormente, se dializo 

contra agua destilada en bolsas de dial isis (Sigma, cataloqo No. 250- 

7U) Y se liofilizo (cortes fa del IVIC, laboratorio del Dr. Alfredo Mijares). 

G) Determinacion de fa cantidad de proteinas utilizando ef metodo de 

Lowry. 

Esta metodologfa fue desarrollada sequn la casa comercial Pierce 

(Micro BSA, Protein Essay Reagent). 

Los reactivos que utilizamos para preparar la solucion fueron 

mezclados de la siguiente manera: 

Se mezcla: 25 partes del reactivo A 

24 partes del reactivo B 

1 parte del reactive C. 
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Con la finalidad de hacer una curva patron, se dlluyo un set 

de BSA (Alburnina Serlca Bovina) inicial (BSAi) de 2 mg/ml en PBS 

(Buffer Fostato Salino) como se muestra en la figura 5. 

Para preparar un stock de 2 ml de una muestra de 50 j.lg/ml se 

realizo la siguiente operacion: 

V(BSAi) = [C(BSAf) x V (BSAf)]/ C(BSAi). 

Donde: 

V(BSAi) es el volumen de BSAi que se requiere. 

C(BSAf) es la concentraclon stock (50 j.lg/ml). 

V(BSAf) es el volumen a preparar (2 ml). 

C(BSAi) es la concentraclon inicial (2 mg/ml). 
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Por 10 que: 

V (8SAi) = 50 Ilg/ml X 2 ml / 2mg/ml 

V(8SAi) = 0,05 ml 

Despues de preparada las muestras de la curva, se agregaron 100 III 

tanto de las muestras de la curva patr6n, como de las muestras 

problemas en cada pozo en placa de ELISA (todas las placas de ELISA 

tienen 96 pozos). Posteriormente, se agregaron 100 III de reactivo a cada 

muestra y se agit6 la placa, suavemente, por 30 segundos. Se cubri6 la 

placa y se incub6 por dos horas a 37°C. Despues de la incubaci6n, se 

dej6 la placa a temperatura ambiente y se midi6 la absorbancia a 562 nm 

en un sistema automatico de lectura para placas de ELISA. 
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Concentraci6n Volumen de BSAi (I..tI) Volumen de PBS (Ill) 

o Ilg/ml 0 300 

5 Ilg/ml 30 270 

10 Ilg/ml 60 240 

15 Ilg/ml 90 210 

20 Ilg/ml 120 180 

30 Ilg/ml 180 120 

40 Ilg/ml 240 60 

50 Ilg/ml 300 0 

Fig. 5. Tabla para muestras por duplicado de 100 III (se preparan 300 III para 

tener un excedente). 
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H) Migracion de proteinas por electroforesis. 

Para la reallzacion de este rnetodo, se usa un gel de poliacrilamida 

que separa las proteinas en base del tarnario y carga electrlca. (Bollag 

and Edelstein, 1.995; Laemmli,1.970). 

Se prepararon todas las soluciones tampon necesarias para la 

realizacion del gel sequn anexo 2. 

Se prepare el gel de corrida de 20 ml al 12% de acrilamida de la 

siguiente forma: 

En un matraz aforado se anadio: 6,6 ml de agua destilada; Bml. de 

acrilamida al 30%; 5 ml de Tris 1,5 M; 200 j.ll de SDS al 10%; 200 j.ll de 

APS al 10% Y B j.ll Temed. 

Esta mezcla se coloco, inmediatamente, entre los vidrios montados 

del sistema electroforetico (Bio-Rad- Protean II xi). De igual forma, se 

aqreqo 3 ml de Butanol sobre la mezcla ya colocada en el "sandwich" 

para alinear el margen del gel. Se espero dos horas, aproximadamente, 

hasta que el gel polirnerizo. Luego que el gel polimerizara, se limpio el 
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margen de este con agua destilada para quitar el Butanol. 

Posteriormente, se prepare 8 ml del gel apilamiento de la siguiente forma: 

En un matraz aforado se ariadio: 5 ml de agua destilada; 1,3 ml de 

acrilamida al 30%; 1 ml de Tris 1 M; 80 III de SOS al 10%; 80 III de APS 

a110% y 8 III Temed. 

Antes de anadir esta solucion, se coloco el "peine" que marcaria los 

bolsillos donde se colocarian las muestras y posteriormente y se vierte 

sobre el gel de corrida la solucion de apilamiento. 

Luego de polimerizado el gel de apilamiento, se retiro con cuidado el 

peine y se llrnpio con agua destilada el gel para quitar el exceso de 

soluci6n no polimerizada. 

Se coloco este sistema dentro de la carnara electroforetica (Bio-Rad, 

Protean II xi) y se Ie anadio aproximadamente 2 Us de solucion tampon 

de corrida (1,5 Us en la carnara inferior y 500 ml en la carnara superior). 

Se vertlo, en cada bolsillo, las muestras a una concentracion de 2 Ilg- 

60119 (preparada, anteriormente con 250 III de Laemmli muestra, 200lli de 

agua, 1 III de 2-mercaptoetanol y puesta en baric maria por 10 min.), 
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adernas, se coloco tambien un estandar de peso molecular (GibcoBRL, 

No. 10747-012). 

Se cerro la carnara, se enchufo a una fuente de poder a 400 Voltios, 

30 miliamperios y se dejo correr el gel percatandose siempre el 

movimiento del frente de la corrida. 

Se saco el gel del sistema de corrida y se coloco en la coloracion Azul 

de Comassie, dejandolo agitar durante una hora. Luego, se decoloro el 

gel con una solucion decolorante formada por 90 ml de etanol, 90 ml de 

agua destilada y 20 ml de acido acetlco, Se dejo en aqltacion hasta 

decolorar el exceso de azul. 

I) Transferencia del gel de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa. 

(Cloackaert y col, 1.996). 

Se prepare 1 litro de solucion tampon de transferencia ( 39 mM de 

glicina, 48 mM de Tris, 0,0375% de SOS, etanol al 20% en agua 

destilada). Se siqulo el siguiente protocolo para la transferencia: 
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Se humedecieron los filtros (Bio-Rad, cataloqo No. 1703960) del 

aparato de transferencia (Bio-Rad, Trans-Blot SO) en el tampon de 

transferencia al igual que el papel de nitrocelulosa (0,45 urn, Bio-Rad 

162-0175) cortado a la medida del gel. Posteriormente, se saco 

cuidadosamente el gel de la carnara electroforetica y se separo este del 

gel de apilamiento. Luego, se hurnedecio el electrodo del artefacto con el 

tampon de transferencia utilizando uno de los filtros. Rapidamente, se 

coloco uno de los filtros sobre el electrodo negativo al igual que el papel 

de nitrocelulosa cuidando que entre este y el papel no queden burbujas 

de aire. Se coloco, sobre el papel de nitrocelulosa, el gel y sobre este se 

situo el otro filtro cuidadosamente y finalmente, se coloco el electrodo 

positivo se cerro y se conecto el equipo a 150 miliamperios durante 30 

minutos. 

Transcurrido el tiempo, se descarto el gel y se surnerqio el papel de 

nitrocelulosa en una solucion de Rojo Ponceau (0,1% rojo Ponceau y 5% 

de acido acetico) por 10 minutos. Esta membrana luego fue decolorada 

con agua destilada para eliminar el exceso de coloracion, evidenciando 

las bandas de los peptidos transferidos. 



J ) Inmunotinci6n para el reconocimiento la MSP5 de Anaplasma 

marginale en sueros ovinos (Cloackaert y col., 1.996). 
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Estandarizaci6n de cantidades de conjugado: 

Los reactivos para este proceso de inrnunotincion se ejecutaron 

sequn el anexo 3. 

Previo a la inrnunotincion de los sueros tanto experimentales como los 

sueros de campo de la estacion experimental "Zambrano", se realize la 

estandarizacion de las cantidades de conjugado-peroxidasa que se 

deben usar en la lnmunotlnclon. Para ello, se coloco en 4 trozos 

diferentes de papel de nitrocelulosa, 1 III de suero en cada uno. Se 

sumergieron en solucion de saturacion en sendos posillos por 30 minutos. 

Transcurrido este tiempo, se lavaron 3 veces los trozos de papel de 

nitrocelulosa con solucion de lavado. Posteriormente, se Ie ariadio a cada 

posillo diferentes concentraciones de conjugado anti-ovino-peroxidasa 

(Sigma, A-3415) (1:10.000), (1 :1.000), (1 :500) y (1 :250) diluidos en 

solucion dilucion y se dejo en aqitacion por una hora. Luego, los posillos 

fueron lavados 2 veces con soluclon de lavado y una con T8S. 
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Finalmente, se agrego 1 ml de la soluclon reveladora a cada posillo y se 

espero la preclpltacion. 

Ana/isis de sueros de campos y ovinos experimenta/es: 

Los reactivos para este proceso de inrnunotincion se ejecutaron sequn 

el anexo 3. Para la elaboracion de la inrnunotincion se siquio el protocolo 

siguiente: 

Se corto la membrana ya trasferida en tiras y se colocaron en sendos 

pocillos. Inmediatamente, se vertic en cada pocillo, 2 ml de solucion 

saturacion y se deja en aqitacion por 30 minutos. Transcurridos los 30 

minutos, se descarto la soluclon saturacion que contenla cada pocillo y se 

vertic en ellos los sueros ovinos en una diluclon 1 :50 en solucion dlluclon 

dejando agitar por 2 horas. Pasado este tiempo, se descartaron los 

sueros y se lavaron las tiras 3 veces con la solucion de lavado por 5 

minutos cada vez. Posteriormente, se vertio en cada pocillo una solucion 

preparada con conjugado anti-ovino-peroxidasa (Sigma, A-3415) diluido 

1: 100 en solucion dilucion, dejandose agitar por 1 hora. AI cumplirse este 

tiempo de aqitacion, se descarto la soluclon y se lava 3 veces con TSS 

agitando por 5 minutos entre cada lavada. Finalmente, se descarto el 



TBS Y se vertic 1 ml de solucion reveladora en cada posillo y se espero 

las bandas de precipitacion. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

A) Producci6n y purificaci6n de la proteina MSP5. 

1) Cultivo y aislamiento de E. coli recombinante. 

EI aislado de E. coli recombinante (pAR 1903) Y el aislado nativo 

(JM 109) mantenidos en nitroqeno Ifquido (-196°C) fueron inoculado a 

50 ml de LB con la ayuda de un asa de platino y puestos en aqitacion 

vigorosa a 37°C por 8 horas. Una vez que se confirrno que las E. coli 

se reprodujeron por el enturbamiento del medio LB, estas fueron luego 

cultivadas en placas para formar colonias. Una colonia unica de cada 

cepa de E. coli fue cultivada nuevamente en LB medio con la finalidad 

de tener la certeza de que en cada cultivo de E. coli existe una 

poblacion qeneticarnente identica. 

Una vez, se tenian colonias (micas cultivadas en LB medio, se 

realize un gel para comparar el perfil proteico de la E. coli que 

expresan la proteina recombinante (pAR 1903) con las E. coli nativas 

sin la proteina MSP5 (JM 109) (ver figura 6). Como se puede apreciar, 

en el carril 3 y 4 se observa una banda, en cada uno, a nivel 25 KOa 

que determina la posible presencia de la proteina MSP5 en esos 
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cultivos, en cambio, el carril 1 y 2 correspondiente a la E. coli JM 109, 

no se aprecia la misma banda. Como la MSP5 recombinante tiene un 

peso aproximado de 24-25 KDa, sequn 10 reportado por Reyna-Bello y 

col, (1998), esto nos permite inferir que esta diferencia encontrada en 

el gel de la figura 6 se debe justamente a la expresi6n de la MSP5 por 

parte de E. coli pAR 1903. 
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Fig. 6 Gel SOS-PAGE para comparar la cepas de E. coli JM109 y pAR 1903. 

Carriles 1 y 2: 25 J.!I de JM 109 (E. coli sin msp5); Carriles 3 y 4: 25 J.!I de 

pAR 1903 (E. coli recombinante con msp5). A la derecha, los pesos de los 

estandares de peso molecular. 
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2) Expresion de la protefna recombinante MSP5 por la cepa de E. 

coli pAR 1903. 

Una vez, que se tenia la demostraci6n que la cepa de E. coli pAR 

1903 expresaba la MSP5 de A. margina/e, se realiz6 el cultivo de 9 

colonias diferentes de E. coli pAR 1903, para observar si la inducci6n 

con IPTG (isopropiltiogalactosidasa) logra efectivamente sobre 

expresar la MSP5 recombinante todas las colonias por iqual, 

Para esto, se realizaron 9 cultivos de E. coli pAR 1903 que fueron 

posteriormente divididos en dos para tener un cultivo inducido con 

IPTG y otro sin inducci6n. 

Una alicuota de cada cultivo de estos y su respectiva replica 

fueron analizadas en un gel de SOS-PAGE (ver figura 7), con la 

finalidad de elegir el cultivo que expresa mas cantidad de MSP5 

despues de ser inducido por IPTG. 

Como podemos observar en la figura 7, los cultivos donde se 

estimul6 mayor proteina MSP5 fueron los cultivos 5' Y 9', pero 

tomamos el 5' para purificarlo por tener, aparentemente, mayor 

cantidad. Debe notarse, que el cultivo 3' expresa muy debilrnente la 

MSP5 post inducci6n con IPTG y el cultivo 6' aparentemente no 

expresa la MSP5. Ni antes y posteriormente a la inducci6n con IPTG. 
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Esto quizas se debe 0 a un problema de contarnlnaclon de esta 

colonia con E. coli JM 109 que no expresan la MSP5, 0 quizas sea 

una colonia que perdio el plasrnido que contiene el gen msp5. 
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Fig. 7. Analisis por SOS-PAGE de colonias de E. coli pAR 1903 inducidas a 

sobre expresar la MSP5 recombinante por IPTG. En los carriles 1, 2, 3, 4, 5, 

6,7,8,9,25 III de 9 colonias de E. coli recombinate (pAR 1903) no inducida 

con IPTG. En los carriles 1', 2', 3', 4', 5', 6', 7', 8', y 9', 25 III de las 9 

colonias replicas de las anteriores, inducidas con IPTG. EI carril No. 10, 

protefna MSP5 purificada anteriormente, cortes fa de Reyna-Bello. 
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3) Puriticecion 

Para la purificaci6n se utiliz6 el cultivo NO.5' (como dijimos 

anteriormente), ya que este present6 mayor concentraci6n de la 

proteina de 19 KOa. 

Luego de realizado el protocolo para equilibrar la columna de 

purificaci6n, se procedi6 a verter en ella, el cultivo sonicado y se 

determin6 por espectrofotometria (A=280), la densidad 6ptica de cada 

muestra durante la purificacion (ver figura 8). Como se puede 

observar, durante la elusi6n con la soluci6n tamp6n pH 7,8, se registr6 

una muestra con densidad 6ptica de 1,232, 10 cual significa el mayor 

descarte de proteinas pertenecientes a la E. coli. Se continu6 

eluyendo columna con las soluciones tamp6n de pH 6 Y 5,3. Luego 

que la densidad 6ptica de la muestra No.1 0 lIegara a 0, se anadio a la 

columna la soluci6n tamp6n de pH 4. Esta permiti6 eluir la MSP5 ya 

que esta proteina por poseer una cola de histidina, tiene una gran 

afinidad por el n iquel a pH superior a 4. En las muestras No. 11 y 17, 

podemos 
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Fig. 8. Concentraciones resultantes de la purificacion. 
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observar unos picos quizas pertenecientes a la MSP5, por ello, mezclamas el 

contenido de estos tubas. Finalmente, esta muestra se dializ6 contra agua 

destilada y luego se liofiliz6 (cortesia del IVIC, laboratorio del Dr. Alfredo 

Mijares). 

4) Gel de putiticecion 

En la figura 9, se puede observar el analisis por SOS-PAGE del 

eluato de la columna de purificaci6n, a una concentraci6n de 3 mg/ml. AI 

nivel de 25 KOa, se observa una prominente banda en los carriles 3, 4, 5 Y 6, 

esto corresponde a la MSP5 purificada. Debe observarse tarnblen una ligera 

banda al nivel de 49 KOa en estos mismos carriles, correspondiente a un 

peptide de E. coli que eluye junto a la MSP5 recombinante. Ouizas esto se 

deba a que este peptide tarnblen tenga afinidad por el niquel. 

Como control de este gel, se incluyeron en los carriles 1 y 2, las 

cepas E. coli JM 109 Y pAR 1903, respectivamente. En ellos se observa de 

nuevo a nivel de 25 KOa, la expresi6n de la MSP5 recombinte en el pAR 

1903 que no se observa en el JM 109, coincidiendo con 10 que mostrado en 

la figura 6. 
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Fig. 9. Analisis por SDS-PAGE ~~I eluate de la columna de purificacion. En el 

carril No.1: 60 III de JM 109 (tE. coli sin mspS); en el No.2, 60 III de pAR 

1903 (E. coli con rnsp5); en los csrrtlss ~o. 3, 4, 5 y 6: ,128, 32, 64 y 128 III 

de t\1SPS purificada. 
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J) INMUNOTINCION 

Una vez probadas las diluciones de conjugados (1:10.000; 1 :1.000; 

1 :500 y 1 :250), result6 ser mas apropiada la concentraci6n 1 :250. Sin 

embargo, se resolvi6 trabajar la inmunotinci6n con una diluci6n del 

conjugado 1: 1 00 ya que, 1 :250 mostr6 ser una reacci6n debil. 

Luego de confirmada la purificaci6n de la MSP5, se procedi6 a 

realizar un gel preparative que posteriormente fue transferido a un papel de 

nitrocelulosa. 

Esta membrana de nitrocelulosa fue utilizada para analizar. Los 14 sueros de 

la estaci6n experimental "zambrano" por inmunotinci6n. Se observ6 que en 3 

de las 14 tiras de nitrocelulosa (nurneros 2, 9 Y 10), los resultados fueron 

positives, es decir, se observ6, tras la revelaci6n, una linea azul en cada una 

de las 3 tiras al nivel de 25 KDa. Como se puede evidenciar en la figura 10. 

EI suero del ovino No.7, tarnbien reconoci6 esta misma banda pero muy 

debilrnente. 

Estos resultados nos indican, que el 21,43% de los animales tienen 

anticuerpos contra la MSP5, 10 que nos permite inferir que estos ovinos han 

estado en contacto alguna vez con Anaplasma sp. Estos resultados tarnbien 

confirman 10 enunciado por Reyna-Bello y col, (1.998); Ndung'u y 
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Fig. 10. Inmunotinci6n de 14 sueros ovinos provenientes de la estaci6n 

experimental "Zambrano". 
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col, (1.995); Torioni y col, (1.998); Visser, (1.992) que afirman la capacidad 

inmunoqenica de esta proteina para el diagn6stico de la anaplasmosis ovina, 

caprina 0 bovina. 

K) Infecci6n experimental 

Luego de inoculado el cordero con A. marginate, se mantuvo todo el 

tiempo en continua observaci6n y a 10 largo de la fase experimental, no se 

detectaron sintomas clinicos caracteristicos de la anaplasmosis ovina. EI 

cordero mantuvo todo el tiempo su apetito, consumo de agua y buena 

condici6n fisica. Nunca se mostr6 postrado ni presento taquipnea 0 cualquier 

otro sintoma que revele un estado febril. 

Durante este tiempo experimental, se realiz6 toma de temperatura rectal del 

animal y tarnbien se analiz6 la sangre a traves del hematocrito y conteo de 

celulas infectadas con A. marginate, por medio de la tecnica de acridina 

naranja-bromuro de ethidium. Los resultados de estos anallsis fueron los 

siguientes: 

a. Si observamos la figura 11 donde presentamos el registro de la 

temperatura del cordero, podemos notar que el mayor valor es de 39,6 °C Y el 

menor fue de 39°C por 10 que se puede decir que el registro de la temperatura 
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del cordero, se ubico dentro del rango de valores normales (39°C Y 40°C) 

sequn Benjamin, (1.984). Adernas es importante destacar que la temperatura 

promedio pre-infeccion que rnostro este cordero fue de 39,6 °C. 

b. En la figura 12, podemos apreciar que el hematocrito no fue afectado 

tampoco, es decir, pareciera que la anaplasmosis no indujo la anemia tlpica 

esperada, ya que el mayor valor de hematocrito observado fue de 35% y el 

menor de 28% durante la fase de infeccion experimental. Incluso, este cordero 

rnostro en la fase pre-infeccion un hematocrito de 30%, por 10 que podemos 

decir que definitivamente no vario de su valor normal. Esta fluctuacion 

observada en cornparacion con su valor prelnfecclon, fue muy pequeiia en 

cornparacion con otros trabajos que reportan la perdida de eritrocitos entre 

60% y 70% (Jones y Brock, 1.966). 

c. Finalmente, podemos ver en la figura 13, la rickettsemia registrada por 

el conteo de celulas infectadas, observadas en el frotis con la tecnica acridina 

naranja-bromuro de ethidium. En este caso la maxima rickettsemia fue 2,9 % 

obtenida el dia 15 post-infeccion, mostrando fluctuaciones a 10 largo del 

experimento entre 0,5 y 3%. Estos resultados demuestran que no hubo gran 

cantidad de eritrocitos infectados por la bacteria, si se comparan estos con 

otros trabajos donde la rickettsemia ftuctua entre 20% y 60% pudiendo lIegar 

hasta un 90% (Ajayi y col 1.987; Rivera, 1.996). 
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Fig. 11. Resultados de los anal isis hechos al cordero infectado 

experimentalmente, tomando en cuenta la temperatura corporal tomada 

rectalmente. 
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Fig. 12. Resultados de los anal isis del hematocrito del cordero infectado 

experimental mente. 
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Fig. 13. Resultados de los anal isis de la rickettsemia hechos al cordero 

infectado experimental mente. 
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L) Inmunotinci6n de sueros de ovinos infectados experimentalmente. 

En la figura No. 14, se observan 4 sueros de ovinos infectados 

experimental mente. EI primer carril corresponde a un suero 10 dias entes de 

la infeccion experimental, el segundo suero, corresponde al septirno dia 

luego de la lnfeccion experimental, dia en el cual el cordero cornenzo a 

presentar rickettsemia. EI tercer suero se tome 17 dias post-infeccion, 10 que 

quiere decir, 10 dias posterior al inicio de la rickettsemia. EI ultimo, 

representa al suero del ovino a los dias de del supuesto estado cronico de la 

enfermedad. Curiosamente, estos sueros no reconocieron la MSP5, por 10 

que podemos decir que este animal no produjo anticuerpos contra la MSP5. 

Es importante destacar que los ovinos no son clinicamente afectados 

de manera severa por al A. marginale (Ristic, 1.960). Esto ex plica porque 

nosotros no observararnos la sintomatologia clinica de la anaplasmosis en el 

ovino infectado experimental mente, debido que este cordero fue inoculado 

con A. marginale. 

Por otra parte, este ovino, tampoco rnostro anticuerpos detectables por 

inrnunotincion contra la MSP5, incluso en los sueros tomados los dia 17 post 

infeccion ni en el estado cronico de la enfermedad (3 meses despues de la 

infeccion experimental). Estos dos ultirnos sueros se esperaba que 
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presentaran anticuerpos que reconozcan la MSP5. En otros trabajos 

similares Reyna-Bello y col, (1998), encontraron que los anticuerpos anti 

MSP5 en bovines infectados experimentalmente son evidentes por 

inmunotinci6n concomitantemente con la aparici6n de la rickettsemia y estos 

anticuerpos son presente en el estado cr6nico de la enfermedad. 

Es posible que el A. marginale en el ovino, es controlado por inmunidad 

celular y no humoral y es por esto que quizas en la inmunotinci6n no se 

evidencia los anticuerpos contra MSP5 del cordero infectado 

experimentalmente. Tarnbien, es posible que ocurra 10 inverso en el caso del 

bovino, donde los bovinos presentan una resistencia natural al Anaplasma 

ovis (Ristic, 1.960). 
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Fig. 14. Inmunotinci6n de sueros de ovinos infectados experimentalmente. 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Utilizando la tecnlca de inmunotincion con la proteina MSP5r de A. 

margina/e, encontramos que sueros ovinos del estado Falcon presentan 

anticuerpos contra esta proteina. Lo que nos indica, que estos ovinos han 

estado en contacto con esta rikettsia. 

La purificacion de la MSP5 resulto exitosa ya que, como se pudo 

observar en el gel, se presentaron solamente debiles trazas de una proteina 

de 49 KOa perteneciente a la E. coli que eluyo conjuntamente a la MSP5. 

posiblemente esto se deba a que esta proteina tiene tarnbien gran afinidad 

por el niquel. Es importante remarcar, que esta purificacion de la MSP5 

resulto ser mas exitosa que la descrita por Reyna-Bello y col (1.998) de la 

misma proteina, debido a que ellos obtuvieron un mayor nurnero de 

proteinas de E. coli contaminante en el eluato final de la MSP5. Ouizas esto 

se deba al cambio en el protocolo de purificacion hecho en este trabajo, el 

cual consistio en analizar por espectrofotometria los eluatos de todos los 

diferentes pH que sallan de la columna. Este sistema permitio sin duda, lavar 

mas a fondo la columna, eliminando asl mas contaminantes. En cambio, en 

el proceso de purificacion descrito por Reyna-Bello y col, (1998), solamente 
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se observa espectrofotornetricarnente las muestras despues de ariadir la 

solucion tampon de pH 4. 

Se loqro la estandarizaclon de la inmunotincion utilizando los reactivos 

de lavado, dilucion, saturacion y revelacion descritos en el anexo 3. Por otra 

parte se establecio la dilucion optima de los sueros sequn Reyna-Bello y col 

(1.998). La concentraclon optima del conjugado se determine por el ensayo 

de 4 diluciones frente a una concentraclon constante IgG (inmunoglobulina 

tipo G) ovina, resultando mas apropiada, la concentracion de conjugado 

1:100 ya que la concentracion de 1 :250 resulto ser debil. 

EI cordero infectado experimentalmente, no rnostro sintomatologia 

clinica a la anaplasmosis a 10 largo de la infecclon. Ouizas, el ovino actua 

como reservorio para A. margina/e 0 la bacteria no esta adaptada al huesped 

ovino. Posiblemente, ocurra 10 contrario en el caso bovino, donde ellos 

presentan una resistencia natural al Anaplasma ovis (Ristic, 1.960). 

En un trabajo reciente realizado en Venezuela (Morillo y col, 2001) se 

estudio la anaplasmosis en rebarios caprinos. Estos autores, analizaron 105 

sueros de caprinos por ELISA con A. marginale como antigeno. En esta 
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poblacion encontraron una seroprevalencia de 68%, indicando la presencia 

de Anaptasma sp. en caprinos de Venezuela. 

Otro aspecto curioso de este trabajo (Morillo y col, 2001), es que ellos 

inocularon un caprino con una cepa virulenta de A. marginate, y al igual que 

10 descrito con el cordero en nuestra etapa experimental, el caprino no 

presento la sintomatologfa clfnica caracterfstica de la anaplasmosis. Lo que 

corrobora mas esta teorfa donde los pequefios rumiantes desarrollan un 

resistencia natural a la A. marginate. Otro aspecto interesante es que este 

caprino infectado con A. marginate, al igual que el cordero, presento a 10 

largo del experimento una rickettsemia mfmica y no desarrollo anticuerpos 

detectables por ELISA contra A. marginate. Es posible que tanta homolog fa 

entre ambos trabajos no sea al azar, 10 que nos permite inferir que tenemos 

una posible evidencia que estos pequefios rumiantes constituyen un papel 

de reservorio de A. marginate para los rebafios bovinos en Venezuela. 

Es posible que los ovinos en Venezuela estan infectados por A. ovis a 

pesar que esta especie aun no ha sido descrita en Venezuela. Estos sueros 

ovinos pudieron haber sido positives en la lnrnunotlncion debido que la MSP5 

es un dlrnero conservado en todas en las especies de Anaptasma tanto A. 

centrat, A. avis y A. marginale (Visser, 1992; Reyna-Bello, 1.998). 
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En el presente trabajo, se evidencia la posibilidad de existencia de A. 

ovis en Venezuela debido a las razones siguientes: 1) los sueros ovinos 

provenientes del estado Falcon presentaban sintomatologia clinica tipica de 

hernoparasitos. 2) No obstante, la lnfeccion por A. marginale no causa 

sintomas clinicos en pequerios rumiantes sequn 10 descrito por Ristic 

(1.960); Morillo y col (2.001) Y por nuestro propio trabajo. 3) Cuatro sueros 

ovinos provenientes del estado Falcon, mostraron anticuerpos que 

reconocen la MSP5 y por los resultados de este trabajo, sabemos que un 

ovino infectado experimentalmente con A. marginale, no produce anticuerpos 

anti-MSP5 detectables por inrnunotincion. 

A partir de los resultados del presente trabajo, pudlerarnos sugerir una 

serie de recomendaciones para ampliar conocimientos de esta enfermedad 

en Venezuela: 

1) Desarrollar un metodo mas sensible, como por ejemplo un ELISA, 

para la determinacion de anticuerpos anti-anaplasma en ovinos infectados 

experimentalmente con A. marginale, 10 que permitiria profundizar los 

conocimientos inmunoloqicos de esta enfermedad. 

2) Desplegar un estudio qenetico de ribotipismo para identificar la 

especie de Anaplasma que esta infectando a los ovinos en Venezuela. 
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3) Ampliar los estudios serol6gicos para determinar la prevalencia de la 

anaplasmosis ovina en Venezuela y conocer asl su impacto en nuestro pals. 
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Anexo 1 

Soluci6n A: 

NaH2P04 

NaCI 

Agua destilada 

Soluci6n 8: 

NaHP04 

NaCI 

Agua destilada 

ANEXOS 

2,76 grs. 

29,29 grs. 

100 ml 

2,84 grs. 

29,29 grs. 

100 ml 

Soluci6n Guanidina-HCI; pH 7,8 

Soluci6n A 

Soluci6n B 

Guanidina-HCI 

Agua destilada 

0,58 ml 

9,42 ml 

57,30 grs. 

90 ml 
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Se ajust6 pH a 7,8 usando 1 N NaOH 0 1 N HCI. 

Se ajust6 volumen a 100 ml. 



Tampon Binding pH 7,8: 

Soluci6n A 29~1 

Soluci6n B 4,7 ml 

Urea 24 grs. 

Agua destilada 30 ml 

Se ajust6 pH a 7,8 usando 1 N NaOH 0 1 N HC!. 

Tampon Wash pH 6: 

Soluci6n A 3,69 ml 

Soluci6n B 

Urea 

1,3 ml 

24 grs. 

Agua destilada 30 ml 

Se ajust6 pH a 6 usando 1 N NaOH 0 1 N HC!. 
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Tampon Wash pH 5,3: 

Soluci6n A 4,6 ml 

Soluci6n B 415 ~I 

Urea 29,29 grs. 

Agua destilada 25 ml 



Se ajust6 pH a 5,3 usanda 1 N NaOH a 1 N HCI. 

Tampon de Elusion pH 4: 

Saluci6n A 5 ml 

Urea 29,29 grs. 

Agua destilada 25 ml 

Se ajust6 pH a 4 usanda 1 N NaOH a 1 N HCI. 
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Anexo 2 

Acrilamida al 30% : 

En 70 ml de agua destilada se ariadi6 29,2 grs. de acrilamida; 

0,8 grs. de N-N' -methylene-bis-acrylamida. Se ajust6 el volumen a 

100 ml. Se mantuvo refrigerado hasta su uso. 

Tris 1,5 M, pH 8,8: Se disolvieron 18,15 grs. de Tris en 80 ml de 

agua destilada, se ajust6 el volumen a 100 ml y se ajust6 el pH a 

8,8 con HCI. Se mantuvo refrigerado hasta su uso. 

Tris 1 M, pH 6,8: Se disolvieron 12,1 grs. de Tris en 80 ml de agua 

destilada, se ajust6 el volumen a 100 ml y se ajust6 el pH a 6,8 con 

HCI. Se mantuvo refrigerado hasta su uso. 

SOS 10% (Sodio dodecilsulfato): Se disolvieron 10 grs. de SOS 

en 100 ml de agua destilada. Se conserv6 a temperatura ambiente 

hasta su uso. 

APS 10% (Persulfato de Amonio): AI momenta de la preparaci6n 

del gel, se disolvieron 0,1 grs. de APS en 1 ml. de agua destilada, 

ya que el Persultafo de Amonio tiende a precipitar con el tiempo. 
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Solucion tampon de corrida: Se disolvieron 15,15 grs. de Tris; 72 

grs. de Glicina; 5 grs. de SDS en 5 litros de agua. 

Laemmli muestra: Se ariadlo 4ml. de SDS 10%; 2 ml de glicerol; 

1,2 ml de Tris 1 M; 0,01 % de Bromophenol Blue en 2,8 ml de agua 

destilada. 

Azul Comassie: (coloraci6n fuerte). En una soluci6n compuesta 

por 150 ml de metanol, 150 ml de agua destilada y 30 ml de acldo 

acetico, se disolvi6 0,375 grs. de Brillan Blue (Blue 12250). 
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Axexo 3 

Soluci6n T8S: 

Tris 20 mM 

NaCI 

2,42 grs. 

Agua destilada 

Se ajust6 pH a 7,5 

29,22 grs. 

1 It 

Soluci6n Saturaci6n: 

Leche descremada en polvo 0,5 grs. 

TBS 50 ml 

Soluci6n Diluci6n: 

Para 50 ml: 

Soluci6n Saturaci6n 
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12,5 ml 

38,5 ml TBS 

Soluci6n de lavado: 

Tween 20 

TBS 

0,125 ml 

250 ml 



Soluci6n reveladora: 

Soluci6n A: 

4-cloro-1-Naphtol (sigma, C-6788) 

Metanol 

30 mg 

10 ml 

Soluci6n B: 

TBS 50 ml 

Per6xido de hidr6geno al 30% 30 ~I. 
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Se mezclaron la soluci6n A y B justo antes de usar. 


