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RESUMEN

RAMOS ARAGON JUAN ALBERTO. Comparacién de dos pruebas serolSgicas para la
detecci6én de anticuerpos circulantes en la Anaplasmosis bovina. (bajo la

direccién de: Jess Antonio Alvarez Martfnez y Germinal Jorge Cantd

Alarcén).

El presente estudio fue disefiado con cbjeto de conocer el grado de -
concordancia ¢ similitud entre la prueba de Aglutinacit‘in.en Tarjeta (PATA)
‘y la de Ensayo Inmunoenzimitico (ELISA}, en la deteccién de anticuerpos -

contra Angplasma marginale. Los objetivos planteados fueron: "2} Determi

nar el porcentaje de concordancia entre las pruebas de ELISA y PATA en --

sueros de bovinos adultos localizados en zonas de baja prevalencia, de --
alta prevalencia y libre. b) Determinar la presencia de anticuerpos anti-
Anaplasma transferidos a becerros a través del calostro de vacas portado-
as. c) Ol_:servar la aparicién de antiwerpﬁs anti-Anaplasma en becerros
libres localizados en zona end@mica., Al analizar 227 sueros por ambas --
_pruebas, se encontr§ una concordancia de 91.62% siendo de 89.28% y. 71.42%
bara las zonas de alta y baja prevalencia respectivamente. Se observé un
100% de similitud en la 'zona‘donde los animales eran negativos. ELISA -
pudo detectar la immumidad pasiva transferida a través del calostro en el‘
60% de 10s animales contra el 30% de PATA. En los becerros expuestos en
forma natural a la enfermedad, ELISA fue la p;imera en detectar anticuerpos
anti-Anaplasma a partir del 2° mes de nacimiento. La concordancia general
obtenida entre PATA y ELISA permiten la utilizacidn de ambas bpmebas con

el mismo grado de confianza.
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INTRODUCCTION
La anaplasmosis es una enfermedad hemoparasitaria -

del ganado y de otros rumiantes, causada por laffickettsia -

Anapiasma marginale (9, 19, 21). Las enfermedades hemoparasi

tarias son end€micas en la mitad de las 4reas ganaderas .y son

uno de los mayores obstficuloes de la produccidén; la mis frecuen
te de estas enfermedades es la anaplasmosis, ocurre en regio-

‘nes tropicales y subtropicales. Se ha estimado que es respon

sable de la muerte de 50,000-100,000 cabezas de ganado anual-

mente en los EE.UU.A. (17). En México, se ha calculado que -

el complejo garrapatas-anaplasmosis-piroplasmosis ocasiona‘--

pérdidas por mds de seis mil millones de pesos anualmente.

. La enfermedad originalmehte fue descfita por Theiler
en 1910, caracterizada por una anemia severa, con 1los paridsitos
de localizacifén intraeritrocfitica (13, 19). La transmisién --
puede efectuarse por vectores artrSpodos bioldgicos o mecini-
cos con un periodo prepatente de'20-407dias, seguido por una
fase aguda en la que l1la parasitemia se incrementa geométrica;
mente y se presenta una anemia‘severa, disminucién de peso, -
~abortos y en ocasiones la muerte (18).

Al iniciarse los estudios cl&sicos de babesigsis‘?-
por Smith y Kilborne, durante muchos afios A. marginale fUé -—
considerado similar a Babesia spp.(22). Durante las 2 Gltimas
décadas se ha adquirido un gran ndmero de conccimientos acerca
de la biologia y de las propiedades ffsicas del organismo, los

que han justificado su clasificaci6én dentro del orden Rickett-



siales (21).

Una. variedad de anticuerpos demostrables serolfgica-
mente aparecen en el curso de la infeccién por Anaplasma y la
deteccidén de estos anticueréos por varios métodos han sido im-
portantes en el diagn6stico de campo y en el control de la Ana
plasmosis (21).

Es importante el mencicnar que a la fecha no existe
una prueba serol6gica la cual sea capaz de diagnosticar iﬁfec-
tividad con 100% de seguridad (l). Entre las principales prue
bas serclfgicas para detectar anticuerpos contra Anaplasma --
marginale en el ganado, se incluyen: Fijacién de Complemento -
(F.C.)(14, 27, 30), Aglutinacién en Tubo Capilar (C.A.),{14, -
20); Anticuerpos fluorescentes (I.F.A;)(ll) Ensayo Inmunoenzi-
mético‘(ELISA)(Zﬁ, 27) y la de Aglutinacién en Tarjeta (P.A.T.A.)
a, z, 3, 4,5, 11). '

A la fecha se han realizado estudios de diversas par
tes del mundo con objeto de conocer ei borcentdje de concordan
cia entre las diversas pruebas serol6gicas para la deteccién -
de anticuerpos anti-Anaplasma, observando que las pruebas que
- han tenido una mayor similitud en relacidén a su sensibilidad y
especificidad han sido la de F.C.; IFA y PATA (10, 11, 26) --
siendo esta Gltima la m4s sencilla y ripida de realizar (1, 2,
3).

La prueba de ELISA es un procedimiento relativamente
reciente que ha permitido la deteccién tanto de antigenos como

de anticuerpos (7, 23, 24, 27); con la base inmunolGQica de la
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presencia de anticuerpos especificos presentes en los flufdos

corpofales, ha sido posible la detecci6n de una gran variedad

de agentes infecciosos tales como virus, bacterias y parédsitos
ademis de féfmacos y ho;monas tanto en humanos como en anima-

les (6, 7, 27, 29). Esta técnica ha mostrado una sensibilir¥

dad similar al radioinmunoensayo (12, 28, 29).

Pocas son las experiencias a nivel mundial del com-
portamiento de la prueba de ELISA para la deteccidn de anti-
cuerpos contra A. marginale; sin embdrgo, se ha pod%do obser-
var que tiene una confiabilidad similar a la de F.C. (26). Es
tudios como los mencionados anteriormente pueden permitir 1a
seleccidén de la prueba mAs apropiada para realizar estudios -
de escrutinio; o bien, para el diagnbstico de animales porta-
dores de A. marginale.

Por lo antes sefialado, el presente trabajo fue dise
fiado con el objeto de conocer el grado de concordancia entre
‘1as pruebas de ELISA y la de PATA, ya que a la fecha y debido
a que la primera és de reciente uso, no se ha éstudiado su si
militud.

HIPOTESIS

Existe un grado de concordancia superior al 90% .--
entre las pruebas de ELISA y PATA para el escrutinio de Ana-
plasmosis en el ganado bovino. '

OBJETIVOS

1) Determinar el grado de concordancia entre las pruebas de -



2)

3)
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ELISA y PATA en sueros de bovinos localizados en zonas 1i-
bre, con alta y con baja prevalencia de anaplasmosis.
Detectar la aparicién de anticuerpos anti-Anaplasma en be-
cerros libres localizados en una zona endémica.
Detectar la presencia de anticuerpos anti-Anaplasma trans-

feridos a becerros a través del calostro.
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MATERIAL Y METODOS

I.~ Material Biolbgico

Para la realizacién del presente estudio, se obtuvie
ron muestras sanguineas de bovinos localizados en 3 zonas geo-
gréficas con diferente porcentaje de animales seropositivos a
A. marginale; siendo 84 del Campo Experimental "La Posta'" en -
Veracruz, Ver., la cual y de acuerdo a un estudio reciente, es

considerada como una zona de alta prevalencia con un 81.0% de

animales positivos a anaplasmosis. 3Se muestrearon 35 bovinos
localizados en el rancho G.B. en Amascala, Qro., zona en la -
que en raras ocasiones se han presentade casos clinicos de 1la
enfermedad y por'ﬁltiﬁo 108 muestras de suero de una explota-
cit6n ganadera de engorda localizada en Chihuahua en la que la
anaplasmosis es una enfermedad exdtica.

Para determinar la inmunidad pasiva, se obtuvieron -
calostros de vacas portadoras de la enfermedad, a las que pre-
viamente se les realizaron las pruebas seroclfgicas de F.é., -
ELISA 'y PATA con objeto de obsérvar la presencia de anticuer-
pos anti-Anaplasma. Diez becerros recién nacidos proveﬁiéntes
de una‘zoﬁa libre de 1la enfermedad y cuyas madres fueron nega-
tivas a 1la presencia de anticuerpqs anti-Anaplasma, recibieron
250 ml/animal de una mezcla de los calostros previaménte obte~
nidos, obteniendo suero a las 24 hs postoma para analizarse -
por las pruebas de ELISA y PATA.

Con objeto de observar la presencia temprana de anti

cuerpos, 7 becerros recién nacidos recibieron calostro de vacas
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libres de anaplasmosis y fueron llevados al Campo Experimental

“La Posta', donde se expusieron naturalmente a la enfermedad y

se les tomaron muestras mensuales de suero.

IT.- Reactivos
A) Prueba de PATA
a) *Antigeno corpusculﬁr.
b)  Factor Sé€rico Bovino (F.S.ﬁ.)
B) Prueba de ELISA
a) *Antigeno corpuscular. .
L3} Albdmina 5€rica bovina (aibumin, bovine, Sigma Chemical
Company St. Louis Mo. USA).
c) Conjugado: Anti IgG bovina con peroxidasa de rdbano pican
te (Cappel Lab. Cochranville, P.A. USA).
a3 ySustrato: O. phenylenediamine dihidrochloride (Sigma
v Chemical Co. St. Louis Mo. USA).
e) Per6xido de hidrﬁgenoval 30% (Perhydrol 30% E Merck 3-6100

Darmstandt, F.R. Germany).
IEI.- Desarrollo de las Pruebas

a) ELISA ’
Se ;eaiizé el procedimiento modificado de acuerac a
Tello et al. (27) previamente déscrito por Saunderé (24);
1} Antigeno (Ag)i Dilucién del antfigeno (1:400), én solucién

de Carbonatos (pH 9.6) adsorcidén del antigeno en placas -

* Proporcionado por el Dr. G. Brown del Departamento de Agri

cultura de los Estados Unidos de Norteémérica, Ames, Iowa.



2)

3)

4)

5)

63

7)

8)

9)
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NUNC de polivinil (Intermed, Denmark). Esto se realiza -
manteniendo la placa con el antfigeno (100 pl cada pozo) du
rante 24 horas a 4°C.
Lavado: Se efecttian 3 lavados con PBS-Tween (pH 7.4} para
eliminar el Ag excedente.
Albldmina: A cada pozo se agregan 100 ul de albtmina bovina
al 4% diluida en PBS-Tween e incubar a 37°C 15 minutos, re
petir el lavado.
Sueros: Cada suero en estudio fue trzbajado en una dilu--
cidén de 1:80. -Se diluye con PBS-Tween colocando 100 ul en
cada pozo y se incuba a 37°C 15 minutos, repetir paso # 2.
Se diluye 1:1500 con PBS-Tween y se agregan --

Conjugado:

100 pl a cada pozo incubindose a 37°C, 15 minutos. Se rea

lizan 5 lavados.
Sustrato: Se agregan 100 ul de sustrato a cada pozo y se -
incuba durante 10 minutos a 37°C.

Paro de reaécién: Se efectfiz agregando 100 pl a cada pozo
de una solucifn de &cido hidrofludrico a 1.5 M con EDTA -

al 38.8%.

Lectura: Se empled un lector especifico para la prueba

(FISHER ELISA READER) a una densidad 6ptica de 405 nm.
Para la interpretacién de la prueba se obtuvieron las ---
medias de los valores de absorvancia de los controles posi .
tivos y negativos, delimitando a partir de la.media y dos

desviaciones estandar los resultados.
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b) Aglutinacién en Tarjeta

La prueba se desarrollS realizando modificaciones a
la técnica ofiginal descrita por Amerault en 1968 (2) y modi-

ficada por el mismo autor 1972 (4).

En una placa de vidrio perfectamente limpio se colo
can 20 pl de suero problema, 20 pl de antigeno y 20 pl de fac
tor sériceo bovino (F.5.B.). Posteriérmente se homogeniza con
un palilio de madera describiendo un circuio no mayor de 2 cm
de didmetro. Rotar la placa suavemente durante un periodo no
mayor de 8 minutos a una temperatura no menor de 19°C ni mayor
de 30°C y finalmente se realiza la lectura comparando los sue
‘ros controles positiyos Yy negativos, considerando como positi
vos a 1a aparicidn de agregados caracteristicos dentro del pe
riodo de tiempo mencionado y negativo a la ausencia de los --

mismos.
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RESULTADOS

Al efectuar las pruebas de ELISA y PATA se encontré

una concordancia general del 91.62% (Cuadro N7 1).

Se observé qué en los sueros procedentes de la zona
de alta prevalenéia que el porcentaje de concordancia fue del
89.28%, es decir que 75 de los 84 sueros analizados presenta-

ron resultados similares. Con respecto a la zona de baja pre

valencia, se obtuvo la menor concordancia, reaccionando 25 de

1ib todos los --

35 sueros en la misma forma y para la zona librc
animales resultaron negativos observando un 100% de concordan

cia (Cuadro N? 1). La prevalencia de animales seropositivos

a A. marginale en la zona de alta prevalencia fue del 86.90%
para ELISA y del 83.30% para PATA.

) En relacifn a la deteccidn de anticuerpos anti-Ana-
Plasma infectados en forma natural se observd la seronegativi
dad de 165 animales ahn después de haber permanecido durante

20 dfas en zona endémica. La prueba de ELISA logr6 detectar

un animal positivo a partir del 27 mes mientras que para PATA
‘no fue sinoﬁhasta el 37 mes en el que se presentaron 2 reactg
res positivos. Es importante el sefialar que mediante la prue
ba de ELISA, se pudo detectaf que el total de animéles fueron
positivos al 4° mes en contraste con PATA en la que durante -
'105_6 meses un animal permanecil negativo (Cuadro NT 2). Du-

rante la realizacifin de esta parte del estudio, 1! animal murié
. al 42 mes de edad, con un evidente cuadro neuménico.

En cuanto a la detecci6n de la inmunidad pasiva ~-~
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transferida a través del calostro, se observd que mediante la
prueba de ELISA, 6 de los 10 animales mostraron anticuerpos -~

especfficos contra A. marginale 24 horas despufs de la inges-
tién de calostro mientras que para PATA, solo fue posible de- .

tectar 3 animales seropositivos.



Cuadro N? 1
"PORCENTAJE DE CONCORDANCIA ENTRE LAS PRUEBAS DE ELISA Y PATA.

—
* Z.A.P. KxZ . B.P. Ark 7 L. TOTALES
o
v . de 84 35 108 227 :
Sueros =
L
Sueros con 2
reacciones 751 2s 108 208
-similares.
% de concor :
dancia. . 89.28 71.42 ~ _100.00 91.62

# Zona de Alta Prevaleéncia,
. %% Zona de Baja Prevalencia.
- ®%%  Zona Libre. v
1 = 6 Sueros + en ELISA fueron

2 = 6 Sueros + en ELISA fueron — en PATA y 4 Sueros —en ELISA fueron + en PATA.

~ en PATA y 3 Sueros —en ELISA fueron + en PATA.



Cuadro NP 2.

DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-ANAPLASMA EN BECERROS EXPUESTOS EN
FORMA NATURAL EN ZONA ENDEMICA.

ME SES

1 2 3 4% 5 .6

Animales (+) 0 1 2 6 - 6 6
ELISA

Total animales - 7 7 7 6 6 6

Animales (+) - - 2 2 4 5

PATA
Total animales 7 7 7 6 6 6

% Un animal murié.

- ¢l -
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P I 5 C U § 1

Un diagnéstico serol&gico confiable

0 N

de 1osrportad2
res de anaplasmosis es un aspecto esencial en programas de -
control. De la concordancia obtenida en este estudio que -~
fue del 91.62 se observa gque es similar a las
comparar PATA con FC e -

encontradas en

trabajos anidlogos, en los cuales al
similitud respectivamen-

IFA se observé un 88.21 y 91.53% de
del 86% (2). Gonzdlez -

te (31), mientras que PATA y FC fue
la concordancia de PATA

Long y Todorovic en 1878 observaron
contra FC e IFA obteniendo un 86.15 de simiiitud para ambas

pruebas (11)}.
En el presente estudio se observld que las 2 prue-~

bas moestraron un alto érado de especificidad,entendiéndose -
ésta como la capacidad de una prueba para detectar animales

negativos\como téles (Cuadre N? 1), lo que concuerda con lo

sefialado anteriormente por Kuttler en 1963 (14), Ristic 1962
(20), Amerault, Rose y Roby en 1972 (4) y Wilson et al. en -
1978 (31).
La utilizacidén de cualquiera de las pruebas mencio

nadas, puede ser integrada como herramienta importante em ~~
programas de prevencidn y control de anaplasmosis.

La
" .ginale en la
83.3% para ELISA y PATA respectivamente,
ferencia estadistica significativa entre ambas (P =>.05)(8),

prevalencia de animales seropoSitivos a A. mar-~
zona de alta prevalencia, mostr6 un 86.3% y -~
no observindose di-

estos resultados concuerdan con los obtenidos previamente por

Palma quien obtuvo ﬁna prevalencia del 81.1% (16).
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En la deteccién temprana de anticuerpos, empiezan
a aparecer becerros positivos primeramente en ELISA a partir
del 2¢ mes, y de PATA en el 3? mes estos resultados pueden -
obedecer a que ELISA pfesenta una alta sensibilidad (26), --
mientras que PATA es una prueba seroldgica con caracterfsti-
cas a la especificidad debido a ser una prueba de aglutina--
cién (12, 28), a esta misma baja en sensibilidad se puede -
deber que en uno de los becerros no se observara presencia -
de anticuerpos aﬁti-anaplasma mediante el uso de PATA. En -
io que se refiere a l1la transferencia de la Inmunidad pasiva:
adquirida a través de calostro, el que ELISA haya detectado
anticuerpos en solamente en el 60% de los animales en ;studio
puede deberse a diversos factofes que 11egan_a influir en 1la
absorcifn de las inmunoglobulinas; el stress se ha mencionado
como posible explicacidn en la pobre absorcién de Inmunoglobu
lipas calostrales (15). En el amamantamiento se ha observado’
que becerros que succionan calostro de sus madres, generalmen
te poseen mayof concentracibn de -inmunoglobulinas en suero --
que becerros alimentados manudlmen;e (25), probablemente esta
condici6n repercutié en una bajé én la cantjdad de Inmunoglo--
bulinas, las cuaies no alcanzaron los niveles adecuados en su

absorcién para poder ser detectados serolSgicamente.
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c oON C L U S I 0O N E &

La concordancia general obtenida éntre PATA y ELISA
permiten la utilizacién de ambas pruebas con el mismo grade -
- de confianza para integrarlas en programas de prevencidn y --
control de anaplasmosis.

- La prueba de ELISA por sus caracteristicas es mas -
eficaz en detectar primeramente la seroconversién de becerros
expuestos en forma natural; ocurriendo esto también en -la de-
teccién de anticuerpos en sueros de becerros que recibieron -
calostro con anticuerpos especfificos de A. marginale. La -4_
prueba de PATA es simple de realizar y ficilmente adaptable -
para su uso en un gran nimero de muestras para el diagndstico

de rutina de anaplasmosis. En lugares con prevalencias muy -

bajas existirfa la necesidad de un procedimientce complementa-
rio de gran sensibilidad, tal como la prueba de ELISA, péra -
el tratamiento y eliminacién de animales portadores. Otra --
ventaja de la prueba de PATA es que puede'efectuarse en los -
ranchos o en laboratorios poco equipados e inmediatamentec se
puede tener la identificacién de los‘feactores sercpositivos

& la enfermedad.
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