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resumen. Mediante pcr semianidada se amplificó una porción de 347 pb del gen msp5 para determinar la presencia de Anaplasma 
spp. en caprinos de la Mesa de Los Santos, Santander. A partir de 600 individuos se seleccionó una muestra de 99 animales utilizando 
una afijación proporcional. A cada uno de los caprinos se les realizó un examen semiológico y la extracción de una muestra sanguínea 
para pcr semi-anidada, medición de hematocrito, hemoglobina, evaluación de la morfología de los glóbulos rojos y observación direc-
ta del microorganismo en extendidos de sangre periférica teñidos con Giemsa. El 7,1% de los caprinos resultaron positivos por pcr y 
4% por observación directa; sin embargo, sólo uno de los positivos por extendido fue ratificado por la pcr como verdadero positivo. La 
presencia de cuerpos de Howell Jolly fue el hallazgo más frecuente durante la evaluación de la morfología de los eritrocitos. Ninguno 
de los caprinos encontrados como positivos presentó signos compatibles con el cuadro clínico de anaplasmosis en el momento del 
examen, en tanto, la medición del hematocrito y la hemoglobina revelaron anemia leve en dos de los animales. 

Palabras clave: anaplasmosis, diagnóstico molecular, Gen msp5, pequeños rumiantes, tinción de Giemsa.

Detection of Anaplasma spp. using pcr in Goats in the 
Municipality of Los Santos in Santander, Colombia

abstract. A nested pcr assay was applied to a portion of 347 bp of 
the msp5 gene of Anaplasma spp. in goats of the Mesa de Los Santos, 
Santander. A sample of 99 animals was selected from among 600 indi-
viduals, using a proportional affixation. Each goat underwent a semio-
logical exam and the removal of a blood sample for nested pcr assay, 
measurement of hematocrit, hemoglobin, evaluation of red blood cell 
morphology and direct observation of the microorganism in extended 
peripheral blood stained with Giemsa. 7.1% of the goats tested positive 
for pcr and 4% by direct observation; however, only one of the positives 
for extended peripheral blood was confirmed as a positive using pcr. 
Howell-Jolly bodies were the most common finding during evaluation of 
the morphology of erythrocytes. None of the goats found to be positive 
showed signs of compatibility with the clinical signs of anaplasmosis at 
the time of the test, while hemoglobin and hematocrit measurements 
indicated slight anemia in two of the animals.

Keywords: anaplasmosis, molecular diagnosis, msp5 gene, small 
ruminants, Giemsa staining.

Detecção por pcr de Anaplasma spp. em caprinos do 
município de Los Santos, Santander‑Colômbia

resumo. Mediante pcr multiplex semianidada se amplificou uma por-
ção de 347 pb do gene msp5 para determinar a presença de Anaplas-
ma spp. em caprinos da Mesa de Los Santos, Santander. A partir de 600 
indivíduos, selecionou-se uma amostra de 99 animais utilizando uma 
afixação proporcional. A cada um dos caprinos foi realizado um exame 
semiológico e a extração de uma amostra sanguínea para pcr semia-
nidada, medição de hematócrito, hemoglobina, avaliação da morfologia 
dos glóbulos vermelhos e observação direta do micro-organismo em es-
fregaço sanguíneo periférico tingidos com Giemsa. 7,1% dos caprinos 
resultaram positivos por pcr e 4% por observação direta; contudo, só 
um dos positivos por estendido foi ratificado pela pcr como verdadeiro 
positivo. Os corpos de Howell Jolly foram a descoberta mais frequente 
durante a avaliação da morfologia dos eritrócitos. Nenhum dos capri-
nos encontrados como positivos apresentaram sinais compatíveis com 
o quadro clínico de anaplasmose no momento do exame, enquanto a 
medição do hematócrito e da hemoglobina revelaram anemia leve em 
dois dos animais. 

Palavras-chave: anaplasmose, diagnóstico molecular, Gene msp5, 
pequenos ruminantes, coloração por Giemsa.
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introducción
La anaplasmosis es una enfermedad infecciosa produci-
da por Anaplasma, un parásito intracelular obligado del 
orden de los Rickettsiales, que infecta eritrocitos de ma-
míferos. La infección se encuentra distribuida en todo el 
mundo y es de importancia en el ganado bovino debido 
a las altas tasas de morbilidad y mortalidad [1].

La presencia de Anaplasma spp. en Colombia, 
como patógeno en los caprinos, es objeto de discu-
sión. Sin embargo, estos pueden ser infectados por va-
rias especies del género, entre ellas A. ovis, A. marginale 
y A. phagocytophilum [2]. Anaplasma ovis infecta ca-
prinos y ovinos produciendo fiebre, anemia progresiva 
y consecuentemente reducción de la producción lác-
tea y cárnica [2]. Anaplasma marginale afecta peque-
ños rumiantes causando una infección, aunque rara vez 
desarrollan signos clínicos [3]. Anaplasma phagocyto-
philum infecta a una amplia gama de hospederos como 
los seres humanos y los rumiantes de granja [4]. En 
cabras, la enfermedad cursa con síntomas subclínicos 
inespecíficos y puede conducir a la muerte [5]. Los ca-
prinos pueden actuar como reservorios tanto para A. 
marginale como para A phagocytophilum [6].

En Colombia, recientemente en el departamento 
de Antioquia, se reportó una frecuencia del 73,7% en 
caprinos y ovinos [7]. Algunos hechos pueden estar re-
lacionados con la presencia de Anaplasma en caprinos 
nacionales; por ejemplo, la importación constante de 
ejemplares desde países en donde se ha reportado la 
presencia de Anaplasma spp, en pequeños rumiantes, 
como Venezuela y Brasil [3, 8, 9] y la tendencia cultu-
ral de mantener a los rebaños caprinos u ovinos cerca 
de los vacunos [10].

Se presume que la infección podría tener impacto 
económico en los lugares donde la capricultura repre-
senta una fuente importante de sustento para la pobla-
ción rural, como es el caso de Santander, que posee la 
segunda mayor población caprina del país (260.000 de 
un total de 1.200.000 ejemplares, estimados como po-
blación caprina de Colombia, para 2005) [9], sector que 
constituye el sustento casi exclusivo de por lo menos 
5.000 familias en este departamento.

El objetivo de este estudio fue determinar la pre-
sencia de microorganismos del género Anaplasma en 
caprinos a nivel local, mediante la amplificación del gen 
msp5, utilizando una Reacción en Cadena de la Poli-
merasa (pcr) semianidada, y correlacionar la presencia  

del microorganismo con mediciones hematológicas y 
hallazgos clínico-patológicos.

materiales y métodos
Población y muestra

Se realizó un estudio descriptivo de corte trasversal. Se 
seleccionaron seis fincas en el municipio de Los San-
tos (Santander, Colombia), con una población de 600 
caprinos y un tamaño muestral de 99, utilizando un 
nivel de error alfa =  0,05 y un nivel de confiabilidad 
z = 1,96 [11]. El muestreo se realizó por conveniencia 
a individuos que presentaban síntomas como anemia, 
pelo hirsuto, decaimiento, retardo en el crecimiento y 
baja producción de leche, sin tener en cuenta la edad, 
sexo, raza o finalidad productiva, utilizando una afija-
ción proporcional al tamaño poblacional de cada finca.

A cada animal se le realizó la extracción de dos 
muestras de sangre mediante la punción de la vena yu-
gular. Las muestras se almacenaron en tubos con anti-
coagulante edta y se mantuvieron en refrigeración (4-6 
ºC), hasta la realización de las técnicas diagnósticas.

Evaluación semiológica

Se evaluaron cada uno de los caprinos mediante un exa-
men semiológico que incluyó sistema respiratorio, di-
gestivo, cardiovascular, genitourinario, piel y anexos. Se 
prestó atención especial a la presencia de ectoparásitos 
y a los signos relacionados con anemia (valoración del 
color de las mucosas utilizando el sistema Famacha©).

Mediciones hematológicas y evaluación 
parasitaria por observación directa

El hematocrito (Hto) se realizó por medio de la técni-
ca de microhematocrito [12]. La hemoglobina (Hb) se 
calculó teniendo en cuenta la relación hemoglobina (g/
dL) = Hematocrito (%) / 3 [12]. Se realizó la evaluación 
morfológica de los glóbulos rojos, de acuerdo con lo des-
crito por Reagan, Sanders y DeNicofa [13]. Se realizaron 
extendidos finos de sangre periférica que se tiñeron con 
Giemsa© y se observaron todos los extendidos en el mi-
croscopio en 100X en busca de hemoparásitos compa-
tibles con la morfología del género Anaplasma (cuerpo 
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redondeado denso marginado hacia la membrana del 
eritrocito, de color azurófilo con un halo visible y con 
un tamaño entre 0,3 y 1 μm de diámetro).

pcr semianidada

Extracción y cuantificación de adn

La extracción de adn se realizó utilizando el Kit dna 
2000® de CorpoGen S. A., adicionando Proteinasa K 
(720 mg/mL). Los adn obtenidos se cuantificaron por 
fluorometría usando el fluorómetro Qubit Fluorome-
ter® (Invitrogen S. A.) y posteriormente se diluyeron 
con buffer TE1X a una concentración de 20 ng/μL y se 
almacenaron a -20 ºC hasta la realización de las pcr. 

adn control

A través de la vacuna comercial Anabasan® Limor 
(1x107/2 mL de microorganismos puros vivos de Ana-
plasma marginale) se obtuvo el adn genómico como 
control positivo; un segundo control positivo fue la 
mezcla de 250 μL de sangre canina con 250 μL de la 
vacuna Anabasan® Limor. Como control negativo se 
obtuvo adn de 500 μL de sangre humana.

Condiciones de las pcr

La pcr se realizó de acuerdo con el protocolo estan-
darizado por Yarce y San Juan [14] para la detección 
de Anaplasma spp. A cada uno de los adn obtenidos 
(muestras de campo, controles positivos y control ne-
gativo) se les realizó una pcr semianidada, con una 
primera amplificación del gen msp5 de 714 pb, con 
los iniciadores externos: External Forward, 5’-gcata-
gcctccccctctttc-3’ (posición 254 a 273) y External 
Reverse, 5’-tcctcgccttgcccctcaga-3’ (posición 
710 a 692). El producto de la primera amplificación 
se usó como molde para la segunda reacción. En esta 
segunda fase se tomó 1μL del producto de la primera 
pcr y se amplificó una región interna de 347 pb del gen 
msp5 empleando el mismo iniciador reverse de la pri-
mera reacción y como iniciador Foward: 5’-tacacgt-
gccctaccgactta-3’ (posición 367 a 387).

En cada reacción de pcr se usó una concentración 
final de 0,15 mM de cada dntp (Promega®), 1X de Bu-
ffer de reacción (Kit Tucan taq polimerasa®, Corpogen 
S.A), 2,4 mM de Mg2Cl, 0,8 mM de cada iniciador, 0,09 
U/ μL de Taq polimerasa (Kit Tucan taq polimerasa®, 
Corpogen S. A.), y 100ng de adn [14].

Para las reacciones de pcr simple se programó el 
termociclador (Thermo®), con un precalentamiento a 
95 °C, 30 ciclos que incluían: desnaturalización a 95 °C, 

asociación de iniciadores externos a 58 °C y elongación 
a 72 °C, finalmente una extensión a 72 °C. Para las pcr 
semianidadas se programaron los mismos ciclos, con 
excepción de la temperatura de asociación de iniciado-
res internos que correspondió a 62 °C [14].

Los productos de las pcr fueron visualizados por 
electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, a 70 voltios, por 
una hora. Se usó un patrón de peso molecular de 100 pb 
Promega®. Los geles se tiñeron con Bromuro de etidio 
al 0,7%. Al final del procedimiento, los geles se visuali-
zaron por medio del transiluminador uv. 

Análisis estadístico

Los resultados de las pcr, de la tinción de Giemsa, 
de las mediciones hematológicas y de los hallazgos 
clínico-patológicos fueron tabulados y clasificados uti-
lizando el programa Microsoft Office Excel 2007. Los 
resultados se presentaron de manera descriptiva en fre-
cuencias y porcentajes. Para correlacionar los hallazgos 
clínico-patológicos y los resultados de los análisis he-
matológicos con la positividad por pcr se realizaron 
asociaciones bivariadas, utilizando la prueba de de Chi 
cuadrado y regresión logística o lineal simple.

consideraciones bioéticas
De acuerdo con lo expuesto en la Resolución 008430 de 
1993, se diligenció un consentimiento informado con 
el propietario de cada aprisco incluido en el estudio. 
Esta investigación fue avalada por el Comité de Bioéti-
ca de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 
de la Universidad Cooperativa de Colombia, sede Bu-
caramanga, considerando las indicaciones de la Ley 84 
del 27 de diciembre de 1989, para garantizar las buenas 
prácticas en los procedimientos, y el bienestar de los 
animales incluidos en el estudio.

resultados y discusión
Esta investigación determinó una positividad de Ana-
plasma spp. del 7,1%, (7/99) en caprinos del departa-
mento de Santander, por medio de la amplificación de 
una porción de 347 pb del gen msp5 del género Ana-
plasma, utilizando una pcr semianidada (figura 1).

El 42,8% (3/5) de los animales positivos por pcr 
tenían la hemoglobina por debajo de los rangos nor-
males. De acuerdo con el hematocrito, el 34% de los 
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animales incluidos en el estudio presentaron anemia, 
hecho que confirma lo descrito por N’dung, y colabo-
radores [10], quienes reportan porcentajes elevados de 
anemia en las producciones caprinas.

Conforme a lo descrito por Figueroa y colabora-
dores [6], la anemia leve es uno de los signos carac-
terísticos de anaplasmosis crónica; sin embargo, sólo 
28,5% (2/7) de los animales positivos por pcr presen-
taron anemia leve, lo que apoyaría la afirmación de que 
los individuos positivos podrían ser portadores asinto-
máticos y reservorios del hemoparásito.

En el momento del examen semiológico el 85,7% 
(6/7) de los animales no presentó ningún signo com-
patible con el cuadro clínico de anaplasmosis. Este 
hallazgo concuerda con lo encontrado por Tavares y 
colaboradores en el 2010 [3], quienes no encontraron 
signos clínicos relacionados con anaplasmosis en los 
animales sero-positivos a Anaplasma spp., en su estu-
dio. Concluyeron que el nivel de parasitemia era muy 
bajo y que los individuos podrían ser portadores asin-
tomáticos y probablemente reservorios del microor-
ganismo, y que bajo condiciones de estrés podrían 
alcanzar los niveles óptimos del parásito, para ser ad-
quirido por los artrópodos vectores. En este estudio, el 
71,4% (5/7) de los animales positivos por pcr presen-

tó ectoparásitos al momento del examen semiológico, 
principalmente garrapatas y moscas.

La anormalidad morfológica de los glóbulos rojos 
que se halló con mayor frecuencia fue la presencia de 
cuerpos de Howell Jolly (82%). También hubo una alta 
incidencia de anisocitosis, poiquilocitosis y punteado 
basófilo (con valores de 57%, 28% y 24%, respectiva-
mente). El 100% (7/7) de los individuos positivos por 
pcr presentó cuerpos de Howell Jolly, hecho que podría 
ser explicado en dos de los positivos por la existencia de 
anemia regenerativa; sin embargo, los otros individuos 
no presentaban anemia, por lo que existe la posibili-
dad de que estos no hayan sido cuerpos de Howell Jolly  
sino precipitados del colorante [15]. Para los demás 
hallazgos de anormalidades morfológicas de los eri-
trocitos, como anisocitosis, poiquilocitosis, punteado 
basófilo y hipocromía, no existen muchas referencias 
en caprinos; Reagan, Sanders, y DeNicofa [13] repor-
tan que en las especies domésticas, en general, en res-
puesta a las anemias regenerativas, se pueden encontrar  
policromatófilos, punteado basófilo y cuerpos de 
Howell Jolly, mientras que la hipocromía se asocia con 
la reducción en la cantidad de hemoglobina.

En cuanto a los resultados de los extendidos de 
sangre periférica se encontró que el 4,04% (4/99) de 

figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. Carril 1 y 12: Patrón de peso molecular de 100 pb Promega®; Carril 2 al 8: amplifi-
cados del gen msp5 a partir de siete muestras de sangre de Cabra Santandereana. Carril 9 y 10: Controles positivos
Fuente: elaboración propia
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los individuos presentaba corpúsculos intraeritrocita-
rios compatibles con Anaplasma spp.; no obstante, la 
pcr sólo confirmó a uno como positivo. Una posible 
explicación tiene que ver con la morfología poco dife-
rencial de Anaplasma spp., que puede ser confundida 
fácilmente con cuerpos de Howell-Jolly o con precipi-
tados del colorante; es muy probable que las muestras 
positivas por microscopía y negativas por pcr no co-
rrespondan a Anaplasma spp. sino a cuerpos de Howell 
Jolly [15].

La positividad de 7,1% por pcr encontrada en este 
estudio es inferior a lo reportado por otros autores que 
usaron métodos moleculares para la detección de Ana-
plasma como en Kenia (22-87%) [16], en Italia (19%) 
[17], en Tailandia (16%) [18] y en Irán (64%) [19]. Este 
hecho podría estar relacionado con las diferencias cli-
máticas determinadas por la ubicación geográfica de 
los países de Asia, África y Europa antes mencionados, 
de donde son endémicos un mayor número de géneros 
de garrapatas que pueden actuar como vectores bioló-
gicos [19-23].

En Estados Unidos, Ndung’u y colaboradores, en 
1995 [10], reportaron una prevalencia de tan sólo el 
1%, explicada por la elevada tecnificación y buenas 
prácticas de manejo que incluían estabulación y con-
trol de ectoparásitos. En Latinoamérica, Ramos en el 
2009 en Brasil [8] y Tavares y Reyna en el 2006 en Ve-
nezuela [20] encontraron prevalencias de 12 y 59%, 
respectivamente. El primer estudio, más cercano a es-
tos resultados, fue también realizado en zonas semiári-
das, en donde las condiciones climáticas pueden llegar 
a ser adversas para los vectores de Anaplasma [8]. El 
segundo estudio se llevó a cabo en un área endémica 
a anaplasmosis bovina, donde se mantienen simultá-
neamente rebaños de pequeños rumiantes y de bovinos 
con pocas restricciones, convirtiéndose en un factor 
influyente.

Finalmente, aunque la presencia de Anaplasma 
spp. en poblaciones caprinas fue reportada en Vene-
zuela [3] y en Brasil [8] por métodos serológicos, este 
sería el primer informe en Latinoamérica que demues-
tra por métodos moleculares la presencia de Anaplas-
ma spp. en caprinos. Previamente Tavares y Reyna en 
el 2006 [20] realizaron una pcr simple, para la ampli-
ficación del gen msp5, de A. marginale a muestras de 
sangre ovina.
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