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RESUMEN

La anaplasmosis, es una enfermedad producida por la bacteria
Anaplasma marginale que esta ampliamente distribuida en Ve-
nezuela, originando efectos negativos en la salud y productivi-
dad de los rebafios bovinos. Hasta el presente se han caracte-
rizado 6 proteinas mayoritarias de superficie (MSP) de esta
bacteria, de las cuales la MSP5, ha sido sefalada como un ex-
celente polipéptido para el diagnoéstico de la enfermedad, debi-
do a que esta proteina es altamente conservada e inmunogé-
nica. Esto ha motivado su clonamiento e insercion en un plas-
mido de E. coli, para usarla purificada como antigeno en ensa-
yos inmunoenzimaticos. Sin embargo, estudios posteriores, in-
dican que proteinas de E. coli recombinante que eluyen con-
juntamente con la MSP5 durante el proceso de purificacion, in-
terfieren en el ELISA originando falsos positivos. En el presen-
te trabajo se estandarizé un ELISA indirecto, utilizando la
MSP5 como antigeno y se logrd disminuir las uniones inespe-
cificas a las proteinas contaminantes de E. coli, por adicion de
un suero de conejo anti E. coli que bloquea los epitopes de es-
tas proteinas. A través de un cuadro de contingencia de doble
entrada, se determinaron los parametros de validacién del ELI-
SA al compararla con la técnica de naranja de acridina-bromu-
ro de etidio, obteniéndose como resultado que la técnica de
ELISA mejorada es 96,1% sensible, 9% especifica y presenta
un valor predictivo del 88,6%. Ademas, se estudié una pobla-
cion bovina de 48 mautes de la Estacion Experimental La
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Iguana (estado Guarico), utilizando ambas técnicas, obtenien-
do una seroprevalencia de 93,7% por ELISA y una prevalencia
de 54,1% por naranja de acridina-bromuro de etidio. Estos re-
sultados muestran que el bloqueo de los epitopes de las pro-
teinas de E. coli contaminates, utilizando para ello un suero de
conejo anti-E. coli, permite disminuir los falsos negativos cuan-
do se utilizan proteinas recombinantes.

Palabras clave: Anaplasma marginale, ELISA, MSP5, naranja
de acridina-bromuro de etidio.

ABSTRACT

Anaplasmosis, is a disease produced by Anaplasma marginale
widely distributed in Venezuela, causing negative effects on
the health and productivity of bovine herds. Until now, 6 consti-
tutive Anaplasma marginale Mayor Surface Proteins (MSPs)
have been characterized, including MSP5 which appears to be
an excellent polypeptide for the diagnosis of this disease since
it is highly conserved and immunogenic. This has motivated its
cloning and insertion into a plasmid in E. coli and the use of the
purified antigen in immunoenzymatic assays. However, subse-
quent indicated that E. coli recombinant proteins, that copurify
with MSP5, interfere with the ELISA giving rise to false posi-
tives. In the present study, it was accomplished the standardi-
zation of an indirect ELISA, using MSP5 as the antigen and it
was also diminishing the non-specific unions to the contaminat-
ing proteins of E. coli by adding anti-E. coli rabbit serum that
blocks the epitopes of these proteins. With the use of a double
entry contingency table, the parameters of validation of the
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ELISA were determined, comparing it to the acridine or-
ange—ethidium bromide technique. The result indicate that the
improve MSP5 indirect ELISA has a 96.1% sensitivity, 9%
specificity and a predictive value of 88.6%. It was also studied
a bovine population of 48 cattle from the Experimental Station
“La Iguana” (Guarico State), using both techniques, obtaining a
seroprevalence of 93.7% with ELISA and a prevalence of
54.1% with orange acridine-ethidium bromide. These results
show that the blockage of the contaminating E. coli protein epi-
topes using an anti-E. coli rabbit serum permits the diminish-
ment of false negatives when using recombinant proteins.

Key words: Anaplasma marginale, MSP5, ELISA, acridine
orange-etidium bromide.

INTRODUCCION

La anaplasmosis es una enfermedad que afecta un gran
numero de animales en todo el mundo ocasionando grandes
pérdidas econémicas [8, 10]. En Venezuela, se estima una pre-
valencia de un 50% en varios Estados, ocasionando grandes
pérdidas [9, 14, 28]. Esta enfermedad es causada por una bac-
teria Gram-negativa denominada Anaplasma marginale (A. mar-
ginale) clasificada dentro de las a- proteobacterias, orden de las
Rickettsias [7, 19, 29], la cual ocasiona en rumiantes: anemia
severa, pérdida de peso, baja productividad, disminucién de la
libido en los toros, aborto y a veces hasta la muerte del animal
enfermo [15, 27, 30, 35]. Esta bacteria es transmitida en Vene-
zuela principalmente, por insectos hematofagos de la familia
Tabanidae y por el uso de instrumentos quirdrgicos contamina-
dos (transmision iatrogénica) y posiblemente por garrapatas
(Boophilus microplus) aunque es discutido el papel de este ar-
trépodo en la trasmision de A. marginale [2, 12, 18, 26, 30].

El diagnéstico de esta enfermedad se basa principal-
mente, en los hallazgos clinicos, métodos directos a través
de frotis sanguineos y métodos serologicos tales como inmu-
nofluorescencia indirecta (IFl) y el ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) [26]. El frotis sanguineo tefiido con Giemsa es la co-
loracion mas utilizada para la identificacion de A. marginale
[23]. Sin embargo, se ha demostrado que este colorante pue-
de originar falsos positivos debido a ciertos depdsitos de pre-
cipitados sobre la células rojas similares a la rickettsia, o fal-
sos negativos, que resultan cuando el porcentaje de gldbulos
rojos infectados es muy bajo. Es por este motivo que, Caba-
llero ha reportado un método mas sensible, simple y relativa-
mente econdmico para la deteccién de A. marginale por mi-
croscopia de fluorescencia utilizando naranja de acridina-bro-
muro de etidio [4].

Hasta el presente, se han descrito 6 proteinas mayorita-
rias de superficie de A. marginale, designadas como MSP1a
(105KDa) y MSP1b (100-105KDa), MSP2 (36KDa), MSP3
(86KDa), MSP4 (31KDa) y la MSP5 (19KDa) [3, 24, 25, 39].
Esta ultima ha sido reportada como una proteina conservada
en todas las cepas conocidas de A. marginale, A. centrale y A.
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ovis y se ha detectado que, al menos un epitope conservado
de esta proteina, resulta inmunodominante, de alli su valor
como antigeno de reconocimiento de la anaplasmosis en bovi-
nos [17, 20, 21, 28, 34, 41].

La MSP5 ha sido aislada, clonada, secuenciada e inser-
tada en un plasmido dentro de la bacteria E. coli, para desarro-
llar ensayos inmunoenzimaticos basados en la purificacion de
esta proteina y poder detectar anticuerpos que la reconocen
[22, 28, 33]. De acuerdo a esto, Knowles y col. [17] desarrolla-
ron un ELISA competitivo utilizando la MSP5 recombinante
(MSP5r), demostrando que es altamente especifico para el
diagnostico serologico de la anaplasmosis en el ganado de los
Estados Unidos y que este ensayo es capaz de detectar ani-
males con infecciones tempranas o crénicas [17]. En Venezue-
la se evalu6 esta proteina de superficie MSP5r como antigeno,
para desarrollar un ELISA indirecto para el diagnéstico de la
anaplasmosis bovina en el pais, encontrando una prevalencia
superior al 50% [28].

Reyna-Bello y col. [28], al probar y desarrollar el ELISA
indirecto utilizando la MSP5r como antigeno, indican que las
proteinas contaminantes de E. coli, que eluyen conjuntamente
a MSP5r durante la purificaciéon, no presentan mayores dificul-
tades para el ELISA. Sin embargo, estudios recientes en nues-
tro laboratorio (no publicados), indican que estas proteinas de
E. coli si interfieren en el ELISA permitiendo la aparicion de fal-
sos positivos, debido a que E. coli es una bacteria sapréfita,
por lo que la mayoria de los organismos desarrollan anticuer-
pos contra ella [40].

Es por ello que en el presente trabajo, se plante6 mejo-
rar el ensayo inmunoenzimatico descrito por Reyna —Bello y
col. [28], disminuyendo esas uniones inespecificas por adicién
de un suero anti E. coli, que bloquea los epitopes de las pro-
teinas contaminantes y compararlo con la técnica de tincién
acridina naranja-bromuro de etidio, cuya sensibilidad no ha
sido estudiada a profundidad.

MATERIALES Y METODOS

Purificacion de la proteina MSP5r: el antigeno recom-
binante fue purificado segun el protocolo recomendado por la
marca comercial Xpress (Invitrogen, San Diego, EUA) en con-
diciones desnaturalizantes, tal como ha sido descrito previa-
mente [28]. Para esto se utilizé la E. coli transfectada previa-
mente con el plasmido que contiene el gen msp5 (pAR1903),
cultivada en medio Luria Bertani (LB) conteniendo 50 pg/mL
de ampicilina, durante toda una noche a 37°C en agitacion
fuerte y estimuladas para la expresion de la proteina recombi-
nante con 1 pg/mL de isopropiltiogalactosidasa (IPTG). El se-
dimento de estas bacterias fue sonicado y sumergido en solu-
cién de guanidina (6 M), para luego eluir en una columna de
afinidad de metal inmovilizado (IMAC) (Invitrogen, San Diego,
EUA), en un gradiente decreciente de pH en presencia de
Urea (5 M) y tampon fosfato salino (0,02 M).
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Sueros Negativos: Se utilizaron 3 sueros bovinos pro-
venientes de Francia (zona libre de anaplasmosis bovina) y
otros 20 sueros de Carora, estado Lara, Venezuela. La negati-
vidad a la anaplasmosis de estos sueros fue confirmada por
inmunoelectrotransferencia [28].

Cinética de anticuerpos: Se utilizaron 8 sueros prove-
nientes de un novillo infectado experimentalmente con A.
marginale (aislado Zulia), colectados desde la semana -1 a la
semana 6.

Sueros positivos: Se utilizaron dos sueros como con-
troles positivos, un suero hiperinmune obtenido de un novillo al
cual se inoculd 3 veces con 100 ug de MSP5r, la primera vez
con adyuvante completo de Freund y las otras dos, con adyu-
vante incompleto de Freund. Para todos los casos se mezclé
el antigeno diluido en PBS (0,02 M) V/V con el adyuvante, ino-
culando 1 ml cada 21 dias subcutaneamente. Luego se extrajo
el suero de este animal 15 dias después de la ultima inocula-
cion. El otro suero positivo utilizado corresponde al suero de la
semana 6 de la cinética de anticuerpos.

Muestras bovinas problema: Se obtuvieron muestras
de sangre y suero de la vena yugular de 48 mautes provenien-
tes de la Estacion Experimental La Iguana, ubicada al sur del
Edo. Guarico, Venezuela, para ello, se utilizaron tubos vacutai-
ners con EDTA y sin anticoagulante.

Preparacion del suero de conejo anti E. coli: Se utili-
z6 un conejo al cual se le aplicaron 3 inmunizaciones cada 21
dias con 100 g de E. coli (cepa JM109), via subcutanea. Para
la primera inmunizacion se utilizé adyuvante completo de Fre-
und V/V del adyuvante con las E. coli diluidas en PBS y para
las 2 inoculaciones posteriores se utilizé6 adyuvante incompleto
de Freund. Se obtuvo el suero del conejo a nivel de la vena
marginal de la oreja, el dia 0 y a los 15 dias posteriores a cada
inmunizacion.

Estandarizacion de la técnica de ensayo inmunoen-
zimatico (ELISA): Las placas de 96 pozos de polivinilo se
sensibilizaron con el antigeno MSP5r (100 pl /pozo) a diferen-
tes concentraciones (0,5; 1 y 2 pug/ml), diluido en buffer car-
bonato-bicarbonato (50 mM, pH 9,6) y se incubaron toda la
noche en camara humeda a 4°C. Posteriormente se realiza-
ron 5 lavados usando NaCl (0,15 M) con 0,05% de Tween -
20 (S.L) empleando un lavador automatico de placas (Wallac,
Delfia Plate wash, EUA). Luego se coloc6é una solucion de
bloqueo que consistié en leche descremada al 5% diluida en
solucion tampon fosfato salino (0,02M; pH 7,2) (PBS) (200
pl/pozo), durante 1 hora a 37°C en camara humeda, utilizan-
do una incubadora (Thelco, 6DG, EUA). Las placas se lava-
ron nuevamente bajo las mismas condiciones antes mencio-
nadas. Después se agrego6 el suero anti E. coli diluido en so-
luciéon tampdn PBS conteniendo 0,1% de Tween-20 (PBS-T)
en diluciones 1/25, 1/50 y 1/100 (100 pl en cada pozo) duran-
te una hora a 37°C. Posteriormente se procedio6 al lavado de
las placas en idénticas condiciones. Los sueros bovinos se

diluyeron en tampo6n PBS-T para alcanzar las diferentes dilu-
ciones (1/100, 1/200, 1/400) y se agregaron 100 pl de los mis-
mos en cada pozo durante 1 hora a 37°C. Se procedi6 luego al
lavado de las placas y se afadié el conjugado (Sigma, St.
Louis, EUA) diluido en buffer PBS-T bajo diferentes diluciones
(1/5000, 1/10000, 1/20000 y 1/40000), durante 1 hora a 37° en
camara humeda. Las placas se lavaron nuevamente con S.L y
se afiadio el cromogeno TMB (Sigma, San Luis, EUA) por 30
minutos a temperatura ambiente. Finalmente las placas se le-
yeron a una doble lectura de 595 - 450 nm en un lector de ELI-
SA Bio-Rad 3550 (EUA).

Técnica de naranja acridina-bromuro de etidio: En un
tubo de centrifuga de 1 mL, se colocaron 90 pl de sangre y 10
pl de la mezcla naranja acridina (Sigma, cat N° A-6014, EUA)-
bromuro de etidio (Sigma cat, N° E- 8751, EUA) a una concen-
tracién de 100 pg/mL y se agitd. Se tomaron 20 pl de la mez-
clay se dejo correr en forma de gota a lo largo de un porta ob-
jeto. Posteriormente se dejé secar y se observé en un micros-
copio de epifluorescencia (Zeiss, modelo Standard Lab 16,
Alemania), con el fin de determinar el porcentaje de animales
infectados por la rickettsia.

Determinacién de criterios de fiabilidad: Con el fin
de evaluar los criterios de fiabilidad, tales como sensibilidad,
especificidad y valor predictivo del ensayo inmunoenzimatico
con respecto a la técnica naranja de acridina-bromuro de eti-
dio, se realiz6 un cuadro de contingencia de doble entrada
donde se compararon los resultados de ambas técnicas, se-
gun Tizard [36].

Validacion del ELISA respecto a la naranja de acridi-
na - bromuro de etidio.

Sensibilidad = (positivos ELISA y naranja de acridina/to-
tal de positivos naranja de acridina-bromuro de etidio) x 100.

Especificidad = (negativos ELISA y naranja de acridi-
na/total de negativos naranja de acridina — bromuro de etidio)
x 100.

Valor predictivo = (Positivos por ambas técnicas / total
de positivos por ELISA) x 100.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estandarizacion de la prueba de ELISA convencio-
nal: Una vez obtenida la MSP5r por la metodologia descrita
[28] y confirmada su purificacion en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes, se procedié a realizar varios
ensayos con diferentes concentraciones del conjugado, anti-
geno y de los sueros, a fin de obtener las condiciones 6ptimas
para cada uno de ellos. En estos ensayos se determin6 que la
condicion 6ptima para el antigeno era 2 pyg/mL, para los sue-
ros se estableci6 como margen entre 1/100 y 1/200 y para el
conjugado se determin6 como concentracion 6ptima, los mar-
genes 1/5.000 1/10.000 ( resultados no presentados).
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Determinacion de la dilucion éptima de suero anti E.
coli: En las FIGS. 1A, 1B, 1C y 1D, se puede observar que las
lecturas de las muestras negativas a las que no se les agregé
el suero anti E. coli de conejo, son mas altas en comparaciéon
con aquellas en las que si se afiadio dicho suero (hasta 1,14
veces), demostrando el reconocimiento de estos sueros nega-
tivos a las proteinas contaminantes que eluyen conjuntamente
con la MSP5r. Este hecho importante, permite reducir el error
en el ensayo inmunoenzimatico, pues el suero anti E. coli de
conejo, bloquea los epitopes de las proteinas de E coli que
eluyen conjuntamente a MSP5r, disminuyendo la probabilidad
de falsos positivos.

Por otra parte, en estas mismas Figuras, se muestra un
comportamiento homogéneo de los sueros positivos de refe-
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rencia frente las diferentes diluciones de suero de conejo anti
E. coli, pues los valores de D.O no variaron significativamente
entre una dilucion y otra (menor de 0,01%). Esto se debe posi-
blemente a que cuando las muestras son realmente positivas
a la anaplasmosis, las uniones anticuerpo anti MSP5-MSP5r,
predominan sobre los reconocimientos anticuerpo anti E. coli.

En este caso, la mayor diferencia entre las muestras po-
sitivas y negativas fue de 3,17 y se observo con la dilucién de
suero anti E. coli 1/100, conjugado 1/10000 y suero bovi-
no1/200 (FIG. 1B).

Una vez estandarizadas las condiciones optimas del
ELISA, se procedié a realizar una cinética de sueros prove-
nientes de bovinos infectados experimentalmente con A. mar-
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FIGURA 1. PRUEBA DE ELISA PARA DETERMINAR LA DILUCION OPTIMA DE SUERO ANTI E. coli, UTILIZANDO UN
SUERO POSITIVO HIPERINMUNE [ll UN SUERO DE UN BOVINO INFECTADO EXPERIMENTALMENTE CON Anaplasma
marginale CORRESPONDIENTE A LA SEMANA 6 DE INFECCION [] Y TRES SUEROS NEGATIVOS PROVENIENTES DE
FRANCIA [, B, [ |, FRENTE A DOS DILUCIONES DE SUERO BOVINO, DILUCION DE CONJUGADO 1/5000 Y 1/10000

CONCENTRACION DE ANTIGENO DE 2 pg/mL. SIN SUERO DE CONEJO (Sin S.C) SUSTRATO TMB / ELISA ASSAY TO

DETERMINE THE OPTIMAL DILUTION OF THE ANTI E. coli SERUM, USING A HYPERIMMUNE POSITIVE SERUM . A SERUM OF AN

EXPERIMENTALLY INFECTED BOVINE WITH Anaplasma marginale CORRESPONDING TO THE 6™ WEEK OF INFECTION D AND THREE

NEGATIVE SERA PROCEEDING FROM FRANCE . , - , D , AGAINST TWO DILUTIONS OF THE BOVINE SERUM, CONJUGATE DILUTION
OF 1/5000 Y 1/10000 AND ANTIGEN CONCENTRATION OF 2 pg/mL. TMB SUBSTRATE. without rabbit sera (Sin S.C.).
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ginale (FIG. 2), pudiendo observar en ambas cinéticas (con y
sin suero de conejo) que la D.O. aumenta a medida que avan-
zan las semanas de infeccion. Sin embargo, durante las prime-
ras 2 semanas se puede apreciar que el ensayo en el que no
se agreg6 el suero de conejo presenta lecturas hasta 1,5 ve-
ces mas elevadas que las registradas en la cinética a la que
se agreg6 dicho suero. Por otra parte, también se puede ob-
servar que a medida que avanza la infeccion, los valores de
D.O. en ambos ensayos se hacen mas similares, confirmando
asi los resultados obtenidos anteriormente en los que los valo-
res de los sueros positivos no son alterados por la presencia
del suero anti E. coli mientras que los sueros negativos si dis-
minuyen en su D.O.

En esta FIG. 2, también se puede destacar como a los
21 dias de infeccién comienzan a sintetizarse IgGs especificas
contra la MSP5 en el bovino infectado experimentalmente, por
lo que a la tercera semana de infeccién los valores de D.O co-
mienzan a elevarse corroborando lo expresado en la literatura
[5, 28]. A medida que avanzan la infeccion, la sintesis de anti-
cuerpos aumenta, por lo que a partir de la cuarta semana se
observa un incremento de D.O. de pendiente mas elevada.
Luego de este pico, el animal presenta una disminucién de las
bacterias en sangre y por tanto una disminucién de anticuer-
pos, por ello a la séptima semana se comienza a observar una
disminucion de la D.O.

Determinacion del punto de corte: Con el proposito de
establecer un punto de corte, se procedi6 a realizar un ensayo
inmunoenzimatico con 20 sueros negativos provenientes de
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FIGURA 2. CINETICA DE SUEROS BOVINOS INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE CORRESPONDIENTES A LAS SE-
MANAS DE INFECCION -1 A LA 6, CON SUERO ANTI E.
coli WY SIN SUERO ANTI E. coli A UTILIZANDO DILU-
CION DE SUERO DE CONEJO 1/50, CONJUGADO 1/10000,
SUERO BOVINO 1/100 Y CONCENTRACION DE ANTIGENO
2 ug/mL/ KINETICS OF EXPERIMENTALLY INFECTED BOVINE SERA
CORRESPONDING TO WEEKS 1 TO 6 OF INFECTION, WITH ANTI E.
coli SERUM H AND WITHOUT ANTI E. coli SERUM A USING A DILU-
TION OF RABBIT SERUM OF 1/50, CONJUGATE 1/10000, BOVINE SE-
RUM 1/100 AND ANTIGEN CONCENTRATION OF 2 pg/mL.

Carora, confirmados por inmunoelectrotransferencia [28], utili-
zando las diluciones de suero bovino, conjugado y suero anti
E. coli seleccionados previamente.

A partir de este analisis (datos no mostrados), se esta-
blecié el promedio y la desviacion estandar y se determiné el
punto de corte segun la formula X + 3 (DS)?, donde X el pro-
medio y DS es la desviacion estandar, es decir 0,344 + 3
(0,03) = 0,435 [6, 42]. Esto implica que bajo estas condiciones,
las muestras problemas que registren una DO por debajo de
ese valor seran negativos y los que no seran catalogados
como positivos.

Analisis de los sueros bovinos obtenidos de la Estacion
Experimental La Iguana

ELISA: en la FIG. 3 se observa el resultado del analisis
por ELISA de las 48 muestras obtenidas de la Estacion Experi-
mental La Iguana. En esta FIGURA se puede observar que 45
sueros fueron catalogados como positivos (93,7%) pues, su
D.O. fue superior al punto de corte establecido, por otra parte,
solo 3 sueros presentaron absorbancias por debajo de dicho
punto, siendo catalogadas como negativas.

Naranja de acridina - bromuro de etidio: La tincion na-
ranja de acridina-bromuro de etidio se basa en el uso de dos
fluorocromos combinados. El bromuro de etidio se une a las
bases del ADN de la bacteria, mientras que la naranja de acri-
dina tifie la membrana del eritrocito, permitiendo diferenciar las
células sanguineas en el campo visual, aumentando de esta
manera la especificidad, debido a que disminuye el rango de
error originado por falso positivos, tal y como puede ocurrir con
otras tinciones como Giemsa. Sin embargo, esto se deduce
teéricamente, pues la sensibilidad y especificidad de la técnica
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FIGURA 3. PRUEBA DE ELISA PARA DIAGNOSTICO DE
LOS SUEROS DE CAMPO PROVENIENTES DE LA ESTA-
CION EXPERIMENTAL LA IGUANA, UTILIZANDO SUERO
BOVINO 1/100, SUERO ANTI E.coli 1/50, DILUCION DE
CONJUGADO 1/10000 Y CONCENTRACION DE ANTIGENO
DE 2 pg/mL | ELISA ASSAY FOR THE DIAGNOSIS OF FIELD SERA
PROCEEDING FROM THE EXPERIMENTAL STATION “LA IGUANA”,
USING BOVINE SERUM 1/100, ANTI E. coli SERUM 1/50, CONJUGATE
DILUTION 1/10000 AND ANTIGEN CONCENTRATION OF 2 pg/mL.

353



ELISA/MSP5 para el diagnostico de la anaplasmosis bovina / Eleizalde, M. y col.

aun no ha sido evaluada. De acuerdo a esto, se realizo el frotis
con la mezcla naranja de acridina —bromuro de etidio en las 48
muestras bovinas obtenidas de la Estacion Experimental La
Iguana, observandose el agente infeccioso en 26 frotis sangui-
neos (54,16%), mientras que las otras 22 muestras resultaron
negativas debido a que no se observo la rickettsia.

ELISA Vs naranja de acridina - bromuro de etidio: Al
comparar los resultados de la prueba directa con los resulta-
dos obtenidos por ELISA, se pudo conocer que 25 bovinos son
diagnosticados como positivos a A. marginale por ambas téc-
nicas y solo 2 como negativos. De acuerdo a estos resultados
se realizd una tabla de contingencia de doble entrada para de-
terminar la sensibilidad y especificidad de la prueba de ELISA
con respecto a la prueba directa, resultando 9% especifica y
96,1% sensible (TABLA 1), segun la metodologia descrita por
Grinery col. [11] y Tizard [36, 37].

Los 21 bovinos restantes difieren en su diagnéstico,
pues una de las muestras resultd positiva por naranja de acri-
dina - bromuro de etidio y negativa por ELISA, y las 20 mues-
tras restantes fueron negativas por naranja de acridina - bro-
muro de etidio y positivas por ELISA. El primer caso, podria
deberse a que el animal se encuentra en las primeras sema-
nas de infeccién, periodo en el que se liberan anticuerpos del
tipo IgM [1, 31, 37], por lo que los anticuerpos no son detecta-
dos por el método de ensayo inmunoenzimatico, pues éste
solo detecta anticuerpos del tipo 1gG.

En el segundo caso, en el que las muestras negativas
por naranja de acridina-bromuro de etidio resultaron positivas
por ELISA, pudiera deberse al hecho de que una vez que los
animales sobreviven la fase aguda de la enfermedad, entran
en un estado portador en el que la bacteria se hace impercep-
tible por métodos directos, sin embargo la sintesis de anticuer-

TABLA |
CUADRO DE CONTINGENCIA DE DOBLE ENTRADA PARA
COMPARAR LOS RESULTADOS DE NARANJA DE
ACRIDINA - BROMURO DE ETIiDIO CON LOS OBTENIDOS
POR ELISA DE LOS BOVINOS MUESTREADOS EN LA
ESTACION EXPERIMENTAL LA IGUANA / CONTINGENCY
TABLE OF DOBLE ENTRANCE TO COMPARE THE RESULTS
OBTAINED WITH ACRIDINE ORANGE - ETHIDIUM BROMIDE
TECHNIQUES AND THE ELISA ESSAY PERFORMED ON THE SERA
OF THE SAMPLED BOVINES IN THE EXPERIMENTAL STATION
“LA IGUANA™.

Naranja de acridina - Bromuro de etidio

positivo negativo totales
ELISA positivo 25 20 45
negativo 1 2 3
totales 26 22 48

Validaciéon del ELISA referente a la técnica naranja de acridina -
bromuro de etidio.

Sensibilidad del ELISA: 25/26 x 100 = 96,1 %

Especificidad del ELISA: 2/22=9 %

Valor predictivo: 25/ 39 = 55, 5%.
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pos se mantiene, estableciendo un equilibrio entre el numero
de bacterias y la respuesta inmune [16, 17, 25].

Por otra parte, se cree conveniente correlacionar estos
resultados con una prueba de reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR), la cual se destaca por su alta sensibilidad y es-
pecificidad [13, 38], pudiendo detectar una rickettsemia de 10-®
% [38], reduciendo significativamente la posibilidad de falsos
positivos 0 negativos, lo que permitiria una evaluacion certera
de las técnicas de ELISA vy tincion con naranja de acridina —
bromuro de etidio.

Una posible causa de la divergencia de los resultados
entre ambas técnicas, fue que los animales antes de ser
muestreados fueron sometidos a un tratamiento con dosis de
10 mg/kg de oxitetraciclina de accién prolongada (Oxitetracicli-
na L.A., Terralone), 20 dias antes de tomar las muestras, por
lo que probablemente este tratamiento causé una desaparicion
o disminucion de los niveles de rickettsemia circulantes [26,
32] haciendo a la bacteria indetectable por métodos directos,
no obstante, los anticuerpos se mantuvieron y fueron detecta-
dos por el ELISA.

Otro aspecto importante a resefiar en el presente estudio
es la ineficiencia del uso de antibiético en dosis incorrectas, lo
que se demuestra al observar un 54% de animales positivos por
la técnica directa de naranja de acridina — bromuro de etidio en
animales que fueron tratados 20 dias antes del muestreo. Este
tratamiento demostré ser ineficiente y ademas trae como conse-
cuencia, el posible desarrollo de resistencia a largo plazo de la
bacteria al utilizar las dosis incorrectas de antibioticos.

Finalmente, es importante resaltar la alta prevalencia de
la enfermedad en los llanos venezolanos, aunque en el pre-
sente trabajo se muestrearon pocos animales, el 93,7% de
ellos result6 positivos a la anaplasmosis, lo cual da testimonio
de la necesidad de encontrar un mecanismo de control para
esta enfermedad, que trae consecuencias lamentables para la
economia de Venezuela.

CONCLUSIONES

El suero anti E. coli de conejo, logré6 mejorar la prueba
de ELISA al bloquear los epitopes de las proteinas contami-
nantes que eluyen conjuntamente a la MSP5r en su proceso
de purificaciéon. Esto se evidencia al disminuir las D.O. de los
sueros negativos y afectando minimamente a los sueros positi-
vos, repercutiendo directamente en la mejora del ELISA, au-
mentando la diferencia entre los sueros positivos y negativos

AGRADECIMIENTO

Este trabajo fue financiado por los proyectos FONACIT
G-98003462 y BID-FONACIT G-2004000400. Agradecemos
también al BID-FONACIT por haber concedido la beca-estudio
a la autora de este trabajo.



(1]

(2]

(3]

[4]

[5]

[6]

[7]

(8]

[9]

[10]

[11]

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBAS, AK.; LICHTMAN, A..H.; JORDAN, J.S. Inmu-
nologia Celular y Molecular. 4ta Ed, McGraw-Hill. In-
teramericana. Espafia. 322-347 pp. 2002.

AGUIRRE, D.H.; GAIDO, A.B.; VINABAL, A.E.; DE
ECHAIDE, S.T.; GUGLIELMONE, A.A. Transmisson of
Anaplasma marginale with adult Boophilus microplus
ticks fed as nymphs on calves with different levels of
rickettsaemia. Parasite 1: 405-407. 1992.

BRAYTON, KA., PALMER, G.H., LUNDGREN, A;
JOOYOUNG, Y., BARBET, F. Antigenic variation of
Anaplasma marginale msp2 occurs by combinatorial gene
conversion. Mol. Microbiol. 43(5): 1151-1159. 2002.

CABALLERO, H. A rapid sensititive, simple and eco-
nomical method for detection of Anaplasma marginale by
Fluorescent microscopy with acridine orange and ethid-
ium bromide.. Proceedings of the Ninth International
Veterinary Hemoparasite Disease Conference.
Mérida-México 6-9 October. 1pp. 1993.

CAMMILI, A.; REYNA-BELLO, A.; ASO, P.M.; CABA-
LLERO, H. Caracterizacién de la respuesta celular y hu-
moral inducida por antigenos potencialmente vacunales
de Anaplasma marginale . V Congreso Nacional de
Ciencias Veterinaria. 25-29 Septiembre 10pp. 2001.

DE SAVIGNY, D.; VOLLER, A. The Communication of
ELISA data from Laboratory to Clinican. J. Immunoass.
1(1): 105-128. 1980.

DUMLER, J.S.; BARBET, A.F.; BEKKER, C.P.J; DASH,
G.A;; PALMER, G.H.; RAY, S.C; RIKIHISA, Y.
RURANGIRWA, F.R. Reorganization of genera in the
families Rickettsiaceae and Anaplasmataceae in the or-
der Rickettsiales: unification of some species of Ehrlichia
with Anaplasma, Cowdria with Ehrlichia and Erlichia with
Neorickettsia, descriptions of six new species combina-
tions and designation of Erlichia equi and HE agent as
subjective synonyms of Ehrlichia phagocytophila. Int. J.
Syst. Evol. Microbiol. 51: 2145-2165. 2001.

GARLICK, N.L. National considerations in relation to
anaplasmosis. J. Am. Vet. Met. Assoc. 147 (12): 1576-
1579. 1965.

GIARDINA, S.; GARCIA, F. Seroepidemiologia de los
hemoparasitos bovinos en Venezuela. Hemoparasitos:
Biologia y Diagnéstico. Editorial Cuadernos. U.S.B.
51-72 pp. 1990.

GOODGER, W.J.; CARPENTER, T.; RIEMAN, H. Esti-
mation of economic loss associated with anaplasmosis in
California beef cattle. J. Am. Vet. Met. Assoc. 174 (12):
1333-1336. 1979.

GRINER, P.F.; MAYEWSKI, R.J.; MUSHLIN, A.l;
GREENLAND, P. Selection and interpretation of diag-

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XVII, N° 4, 349 - 356, 2007

nostic tests and procedures. Principles and applications.
Ann. Intern. Med. 94:557-592. 1981.

GUGLIELMONE, A.A. Epidemiology of babesiosis and
anaplasmosis in South and Central América. Vet. Para-
sitol.57: 109-119. 1995.

HARRIS, E. A Low-Cost Approach to PCR. Appropiate
Transfer of Biomolecular Techniques. Oxford Univer-
sity Press. New York. USA. 8-15 pp. 1998.

JAMES, M.A.; CORONADO, A.; LOPEZ, W.; MELEN-
DEZ, R.; RISTIC, M. Seroepidemiology of bovine
anaplasmosis and babesiosis in Venezuela. Trop. Anim.
Hith. Prod. 17: 9-18. 1985.

JONES, E.W.; BROCK, W.E. Bovine Anaplasmosis: Its
diagnosis, treatment, and control. J. Am. Vet. Med. As-
soc. 149 (12):1625-1633. 1966.

KIESER, S. T.; ERIKS, I. S.; PALMER, G. H.. Cyclic rick-
ettsemia during persistent Anaplasma marginale infec-
tion of cattle. Infect. Immun. 58(4): 1117-1119. 1990.

KNOWLES, D.; TORIONI DE E, S.; PALMER, G.H.;
MCGUIRE, T.; STILLER, D.; MCELWAIN, T. Antibody
Against an Anaplasma marginale MSP5 epitope com-
mon to tick and erithrocyte stage identifies persistently
infected cattle. J. Clin. Microbiol. 34: 2225-2230. 1996.

KOCAN, K.M. Recent Advances in the Biology of
Anaplasma spp. In Dermacentor andersoni ticks. Ann.
NY Acad. Sci. 16 653: 26-32. 1992.

LA SCOLA, B; RAOULT, D. Laboratory diagnosis of rick-
ettsioses: current approaches to diagnosis of old and
new rickettsial diseases. J. Clin. Microbiol. 35(11):
2715-27. 1997.

MOLLQY, J.B; BOWLES, P.M.; KNOWLES, D.P,;
MCELWAIN, T.F.; BOCK, R.E.; KINGSTON, T.G,;
BLIGHT, G.W.; DALGLIESH, R.J. Comparison of a com-
petitive inhibition ELISA and the card agglutination test
for detection of antibodies to Anaplasma marginale and
Anaplasma centrale in cattle. Aust. Vet. J. 77(4):255-
259. 1999.

NDUNG'U, L.W.; AGUIRRE, C.; RURANGIRWA, F.R;
MCELWAIN, T.F.; MCGUIRE, T.C.; KNOWLES, D.P,;
PALMER, G.H. Detection of Anaplasma ovis infections in
goats by major surface protein 5 competitive inhibition
enzyme-linked immunosorbent assay. J. Clin. Micro-
biol. 33: 675-679. 1995.

NUNEZ, C.; TAVARES, L.; REY, C.; REYNA-BELLO, A.
Estandarizacién de un Ensayo Inmunoenzimatico para el
Diagnostico de la anaplasmosis caprina en Venezuela,
utilizando la MSP5 recombinante como antigeno. LII
Convencion Anual de ASOVAC. Barquisimeto-Vene-
zuela 17 al 22 de noviembre. Acta Cientif. Ven. 53
(Sup 1): 34. 2002.

355



ELISA/MSP5 para el diagnostico de la anaplasmosis bovina / Eleizalde, M. y col.

(23]

[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

[29]
[30]

[31]

[32]

[33]

356

OFICINA INTERNACIONAL DE EPIZOOTIA. Bovine
anaplasmosis. In: Manual of Standards Diagnostic
Tests and Vaccines. 5a Ed. Editorial Office International
des Epizooties. 1-33 pp. 2004.

PALMER, G.H.; MCGUIRE, T.C. Inmune serum against
Anaplasma marginale initial bodies neutralizes infectivity
for cattle. J. Inmunol. 13 (2): 1010-1015. 1984.

PALMER, G.H.; RURANGRIWA, F.R.; KOCAN, K.M,;
BROWN, W.C. Molecular basis for vaccine development
against the erlichial pathogen Anaplasma marginale.
Parasitol. Today. 15 (7): 281-286. 1999.

RADOSTITS, O.; GAYCLIVE, D.; BLOOD, K;
HINCHCLIFF, K.W. Anaplasmosis. In: Veterinary Medi-
cine. A Textbook of the Diseases of Cattle, Sheep, Pigs,
Goats and Horses. 92 Ed. Editorial W.B. Sounders.
1261-1265 pp. 2004.

RICHEY, E.J; PALMER, G.H. Bovine anaplasmosis. The
Compend. Food Anim. 12 (11): 1661-1665. 1990.

REYNA-BELLO, A.; CLOECKAERT, A.; VIZCAINO, N;
GONZATTI, M.l.; ASO, P.A.; DUBRAY, G.; ZIGMUNT,
M.S. Evaluation of an enzyme-linked inmunoabsorbent
assay using recombinant major surface protein 5 for se-
rological diagnosis of bovine anaplasmosis in Venezuela.
Clin. Diagn. Lab. Immun. 5 (2): 259-262. 1998.

RISTIC, M. Anaplasmosis. Adv. Vet. Sci. 6:111-192. 1960.

RIVERA, M.A. Anaplasmosis. En: Hemoparasitosis Bo-
vina. Editorial Universidad Central de Venezuela, Con-
sejo de Desarrollo Cintifico y Humanistico. Caracas,
Ediciones Anauco. 169-222 pp. 1996.

ROITT, I.M.; DELVES, P.J. Anticuerpos En: Inmunolo-
gia. Fundamentos. 10ma Ed. Editorial Médica Paname-
ricana. Espafia. 41-64 pp. 2003.

SOULSBY, E.J.L. Orden: Rickettsiales Gieszczkiewicz,
1939. En: Parasitologia y Enfermedades Parasitarias.
7ma. Ed. Editorial Interamericana. México. 764-767
pp.1987.

TAVARES, L.; REYNA-BELLO, A. Deteccién de anti-
cuerpos anti MSP5 de Anaplasma marginale en sueros

[34]

[39]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

ovinos utilizando un ensayo inmunoenzimatico estanda-
rizado con un suero ovino hiperinmune. LIl Convencién
Anual de ASOVAC. Barquisimeto-Venezuela. 19-24 no-
viembre. Acta Cientif. Ven. 53 (Sup. 1): 28. 2000.

TEBELE, N.; MCGUIRE, T.C.; PALMER, G.H. Induction
of protective immunity by using Anaplasma marginale ini-
tial body Membranes. Infec. Immun. 59 (9): 3199-9204.
1991.

THEILER, A. Anaplasma marginale. Un nouveau Proto-
zoaire du Bétail. Bull. Soc. Phatol. Exot. (3) 135-137.
1910.

TIZARD, I. Serologic Assays. J. Am. Vet. Met. Assoc.
181 (10):1162-1165. 1982.

TIZARD, I. Anticuerpos En: Inmunologia Veterinaria.
4ta Ed. Editorial Interamericana. McGraw — Hill. México.
123-138 pp. 1995.

TORIONI DE E.S.; KNOWLES, D.P; MCGUIRE, T.C;
PALMER, G.H.; SUAREZ, C.E; MCELWAIN, T.F. Detec-
tion of cattle naturally infected with Anaplasma marginale
in a region of endemicity by nested PCR and a competi-
tive Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay using re-
combinant Major Surface Protein 5. J. Clin. Microbiol.
36 (3): 777-782. 1998.

VIDOTTO, M.C.; MCGUIRE, T.C.; MCELWAIN, T.F,;
PALMER, G.H.; KNOWLES, JR. D.P. Intermolecular re-
lationships of Major Surface Proteins of Anaplasma mar-
ginale. Infect. Inmun. (62)7: 2940-2946. 1994.

VILLE, C.; SOLOMON, E.; BERG, L.; MARTIN, D. Los
virus y el Reino Prokaryotae. En: Biologia de Ville. 3ra
Ed. Editorial McGraw Hill. Espafia. 473-492 pp. 1996

VISSER, E.S.; MCGUIRE, T.C; PALMER, G.H; DAVIS,
W.C.; SHKAP, V.; PIPANO, E.; KNOWLES, JR D.P. The
Anaplasma marginale msp5 gene encodes a 19 Kilodal-
ton protein conserved in all recognized Anaplasma spe-
cies. Infect. Immun. 60 (12): 5139-5144. 1992.

VOLLER, A.; DRAPER, C.; BIDWELL, D.E; BARTLETT,
A. Microplate Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay
for Chagas disease. Lancet. 1: 426-428. 1975.



	New Table of Contents
	CONSTITUYENTES MINERALES DEL MOROCOTO Piaractus brachypomus EN EL ORINOCO MEDIO DE VENEZUELA.
	Mineral Constituents of the Morocoto Piaractus brachypomus
in the Middle Orinoco in Venezuela.
	Ángel González 1*; Arístide Márquez 2; William Senior 2 y Gregorio Martínez 2		325


	DINÁMICA POBLACIONAL DE Haematobia irritans EN BOVINOS
DEL TRÓPICO MEXICANO
	Population Dinamic of Haematobia irritans on Cattle in the Mexican Tropic.
	Miguel Ángel Alonso-Díaz 1, Rebeca Acosta-Rodríguez 1, Ema Maldonado-Simán 2*,
Rodolfo Ramírez-Valverde 2 y Luis Bermúdez-Villanueva 3		330


	EL LACTITOL INCREMENTA EL GLUTATION REDUCIDO
Y DISMINUYE EL ÓXIDO NÍTRICO EN RATAS SPRAGUE-DAWLEY.
	Lactitol Increases Reduced Glutathione and Decreases Nitric Oxide in Sprague Dawley Rats.
	Clímaco Cano-Ponce*, Mayerlim T. Medina, Daniel Escalona, María E. Vargas, Raquel A. Cano,
José R. Cano y Valmore J. Bermúdez.		335


	VASCULARIZACIÓN ARTERIAL DEL OVARIO DURANTE
EL CICLO ESTRAL EN OVINOS
	Arterial Vascularization of the ovary During the Estrous Cycle in Sheep.
	Vicente Vilá Valls 3, María de Lourdes Pérez Arévalo 3, Eudomar Perozo Prieto 3, Mario Riera Nieves 3 y Luis Rivera 4		341


	EVALUACIÓN Y MEJORAMIENTO DEL ENSAYO INMUNOENZIMÁTICO (ELISA) PARA EL DIAGNÓSTICO
DE LA ANAPLASMOSIS BOVINA, UTILIZANDO LA MSP5 RECOMBINANTE COMO ANTÍGENO.
	Evaluation and Improvement of an Immunoenzimatic Assay (ELISA)
for Diagnosis of Bovine Anaplasmosis, Using Recombinant MSP5 as Antigen.
	Mariana Eleizalde 1, 2, Henry Caballero 3 y Armando Reyna-Bello 1		349


	DETECCIÓN DE TÍTULOS DE ANTICUERPOS CONTRA ANEMIA INFECCIOSA AVIAR Y SU RELACIÓN CON OTROS VIRUS INMUNOSUPRESORES EN POLLOS DE ENGORDE.
ESTADO ZULIA. VENEZUELA.
	Detection of Chicken Infectious Anemia Antibodies and Their Relationship
With Other Immunosuppressor Virus in Broilers Chicken. Zulia State, Venezuela.
	Saulo H. Urdaneta-Vargas 1, Claudia A. Narváez-Bravo 1, Ana María Arzalluz-Ficher 1,
William Mejía 1, Ana Oviedo 2 y Elita García 2		357


	FACTORES QUE DETERMINAN LA SELECCIÓN DEL LUGAR
DE COMPRA DE CARNE DE RES EN MARACAIBO, VENEZUELA
	Factors that Determine the Selection of the Beef Purchase Place in Maracaibo, Venezuela.
	Emma Segovia-López, Arlenis Albornoz-Gotera y Leonardo Ortega-Soto		366


	DEGRADABILIDAD Y DIGESTIBILIDAD DE LA MATERIA SECA
DEL FORRAJE HIDROPÓNICO DE MAÍZ (Zea mays). RESPUESTA ANIMAL EN TÉRMINOS DE CONSUMO Y GANANCIA DE PESO.
	Degradability and Digestibility of Dry Matter of Hydroponic Corn (Zea mays).
Intake and Live Weight Gain in Animals.
	Ana María Herrera Angulo 1*, Luis Alberto Depablos Alviárez 1, Rafael López Maduro 2,
Miguel Antonio Benezra Sucre 3 y Leyla Ríos de Álvarez 3		372


	RELACIÓN ENTRE LA PÉRDIDA DE GRASA DORSAL DE CERDAS LACTANTES CON EL CONSUMO DE ALIMENTO, TAMAÑO
DE LA CAMADA, PESO DE LOS LECHONES AL DESTETE
Y DÍAS DE LACTANCIA.
	Relation Between Back Fat Loss in Lactating Sows and, Feed Consumption,
Litter Size, Piglet™s Weight at Weaning and Lactation Days.
	Murillo Galán Carolina, Herradora Lozano Marco Antonio y Martínez Gamba Roberto		380


	FERTILIDAD Y DÍAS VACÍOS EN RELACIÓN CON FACTORES ASOCIADOS CON EL PRIMER CELO POSPARTO EN VACAS MESTIZAS DE DOBLE PROPÓSITO.
	Fertility and Open Days and Their Relation With Associated Factors With the First Postpartum Estrus in Crossbred Dual Purpose Cows.
	Lílido Nelson Ramírez-Iglesia 1, Freddy Boxell Viera Rosales 1, Adelina Díaz de Ramírez 1,
Jesús Alexander Martínez 2, Rafael Román Bravo 3 y Eleazar Soto-Belloso 3		386


	COMPARACIÓN DE MODELOS PARA ESTIMAR PARÁMETROS GENÉTICOS DE CRECIMIENTO EN GANADO MESTIZO
DOBLE PROPÓSITO.
	Comparison of Models to Estimate Genetic Parameters of Growth
Traits in Dual Purpose Crossbred Cattle.
	Rafael Román Bravo 1, José Aranguren-Méndez 1*, Yenen Villasmil Ontiveros 1,
Luis Fabián Yáñez Cuéllar 1 y Eleazar Soto Belloso 1, 2		395


	INFLUENCE OF WASHING AND FROZEN STORAGE ON THE MYOFIBRILLAR PROTEIN FRACTION IN SARDINE MINCE FLESH.
	Influencia del lavado y almacenamiento congelado en la fracción de las proteínas miofibrilares de la pulpa de sardina.
	Marinela Barrero 1, Ynes Castillo y Makie Kodaira 2		405


	RESIDUOS DE ENROFLOXACINA EN CANALES DE POLLOS PROCEDENTES DE CUATRO PLANTAS BENEFICIADORAS, MUNICIPIO SAN FRANCISCO, ESTADO ZULIA, VENEZUELA.
	Enrofloxacine Residues in Carcass of Chickens from four Slaughterhouse,
San Francisco County, Zulia State, Venezuela.
	Gladys L. Molero-Saras 1, María de Lourdes Pérez-Arévalo 1, Alfredo J. Sánchez-Villalobos1,
Yelitza C. Prieto 1, Mariela C. Mavárez de S.1 y Darwuin Arrieta-Mendoza 2		412




