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RESUMEN

Este estudio reporta por primera vez la prevalencia de A. phagocytophilum y A. platys
en perros que visitan los parques publicos de Costa Rica. Se analizaron un total de 408 sueros,
374 sangres y 122 grupos de garrapatas de perros que visitaron parques recreativos de Costa
Rica durante los afios 2011 y 2012, para determinar la seroprevalencia de A. phagocytophilum
y la prevalencia de A. phagocytophilum y A. platys en los perros y sus garrapatas. De un total
de 408 sueros, 11 perros (2.7%) resultaron positivos en la Inmunofluorescencia Indirecta de A.
phagocytophilum, estos mismos perros se determinaron con infeccion pasada. De 374
muestras de sangre, un perro (0.3%) resultdé positivo en la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) de A. phagocytophilum, éste provenia del Parque Central de Canias,
Guanacaste, y éste mismo perro fue determinado con infeccién activa de A. phagocytophilum.
De 122 grupos de garrapatas analizados, un grupo (0.8%) de garrapatas R. sanguineus resultd
positivo en la PCR de A. phagocytophilum, este grupo de garrapatas pertenecia a un perro que
provenia del Parque de La Paz, San José. De un total de 374 muestras de sangre de perro
analizadas en la PCR para A. platys, resultaron positivas cuatro perros (1%), dos que
provenian del Parque Central de Cafias, Guanacaste, y dos del Parque Central de Quebrada
Ganado, Puntarenas, estos cuatro perros fueron determinados con infeccion activa de A. platys.
De los 122 grupos de garrapatas analizados en la PCR para A. platys, ninguna de las muestras

resultd positiva.



ABSTRACT

This study reports for the first time the prevalence of A. phagocytophilum and A. platys
in dogs who visited public parks of Costa Rica. During 2011 and 2012 a total of 408 serum
samples, 374 blood samples and 122 groups of ticks were collected from dogs who visited
recreational parks of Costa Rica, and analyzed to determine the seroprevalence of A.
phagocytophilum and the prevalence of A. phagocytophilum and A. platys. From a total of 408
sera analyzed with Indirect Immunoflourescence Assay, 11 (2.7 %) reacted positive for A.
phagocytophilum, the dogs were determined with past infections. Of 374 blood samples
analyzed with Polymerase Chain Reaction (PCR), only one dog (0.3 %) from Parque Central
de Cafas, Guanacaste, was determined positive for A. phagocytophilum, this dog was
determined with active infection of A. phagocytophilum. From 122 groups of ticks analyzed,
one R. sanguineus group (0.8 %) was detected positive for A. phagocytophilum in PCR, this
group of ticks was found on a dog from Parque de La Paz, San Jose. From the total of 374
blood samples analyzed with PCR for the presence of A. platys, four dogs (1%) yielded
positive results, two from Parque Central de Carfias, Guanacaste and two from Parque Central
de Quebrada Ganado, Puntarenas, these four dogs were determined with active infection of A.

platys. None of the ticks were positive to A. platys



1. INTRODUCCION

1.1 Historia, distribucion y epidemiologia

Anaplasma phagocytophilum es el agente causal de la anaplasmosis granulocitotropica y
Anaplasma platys el de la anaplasmosis trombocitotrépica. Se encuentran ampliamente
distribuidas en todo el mundo, ademas dependen mucho de la distribucién de sus vectores y
las condiciones que permitan que estos se desarrollen. Ambos agentes tienen como principales
vectores a las garrapatas, Rhipicephalus sanguineus e Ixodes spp. para A. platys y A.
phagocytophilum, respectivamente (Scanlan, 1991; Mullen & Durden, 2002; McGavin &

Zachary, 2006; Woldehiwet, 2010).

A. phagocytophilum se describi6 por primera vez en humanos en Estados Unidos en el afio
1994 (Arraga-Alvarado, 1994; Oteo & Brouqui, 2005; Anda et al., 2007). EIl primer caso
reportado de un perro infectado con A. phagocytophilum se dio en Vancouver en el 2005 y se
comprobd mediante serologia y estudios moleculares (Greene, 2012). En el 2007 se reporto
por primera vez en Chile el hallazgo de anticuerpos contra A. phagocytophilum en sueros de

perros mediante la técnica de Inmunofluorescencia indirecta (IF1) (Lépez et al., 2007).

El primer reporte de A. platys (antes denominada Ehrlichia platys) se dié en Florida,
Estados Unidos encontrando inclusiones en las plaquetas de perros que sufrian
trombocitopenia (Arraga-Alvarado et al., 2003; Paulino-Ruiz, 2011). En 1983 French y
Harvey describen una inmunoflourescencia para detectar anticuerpos de A. platys en el suero
(Arraga-Alvarado et al., 2003). En Venezuela, se encuentran reportes de diagndsticos de A.

platys en perros desde 1982 (Arraga-Alvarado et al., 2003; Cardozo et al., 2009).



A. phagocytophilum fue reportado por primera vez en Costa Rica por Soto (2010). En este
estudio se analizaron 34 muestras de sangre de venados cola blanca, por medio de la técnica
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). De estas, una muestra fue positiva para este
agente, lo cual es de gran importancia, ya que los venados cola blanca se consideran
reservorios de A. phagocytophilum. Ademas, este agente fue detectado por primera vez en
perros de Costa Rica por Campos (2011). En este estudio se analizaron 342 muestras de acido
dexoxirribonucleico (ADN) de sangre de perros, sospechosos de sufrir ehrlichiosis, ademas de
160 garrapatas de estos perros. Un total de tres (0.9%) muestras de sangre de perros Yy dos

(1.25%) garrapatas R. sanguineus resultaron positivas.

A. platys fue reportado por primera vez en Costa Rica por Abrego (2008). En este estudio
se analizaron 300 muestras de sangre de perros, sospechosos de sufrir ehrlichiosis y
anaplasmosis, provenientes de San José, Heredia, Alajuela, Cartago y Guanacaste. También se
analizaron 165 garrapatas recolectadas de estos animales. Se determind 19 muestras de sangre
(6.33%) positivas para A. platys (cinco de San José, cuatro de Heredia, cinco de Alajuela, una
de Cartago y dos de Guanacaste). Del total de garrapatas analizadas, cinco R. sanguineus
(3.03%) resultaron positivas para A. platys. Una muestra de A. platys proveniente de sangre de
perro y otra de una garrapata R. sanguineus fueron secuenciadas, y mostraron similitudes de
100% y 98% respectivamente, con las secuencias almacenadas en el GenBank para A. platys

(Abrego, 2008).



En otro estudio sobre la presencia de A. platys en sangre de 146 perros de cuatro lugares
(Chomes, San Ramon, Kekdldi y Liberia) de Costa Rica, se encontré 14 (10%) positivos
mediante PCR, siete provenian de Chomes, Puntarenas y siete de Liberia, Guanacaste.
También se encontrd, que de los 14 perros que fueron positivos en PCR a A. platys, nueve
(64.3%) tenian infestacion con R. sanguineus en el momento de la toma de muestra (Rojas et

al., 2014).

En el 2007 se reportd dos casos de pacientes masculinos que acudieron al Hospital
Calderén Guardia y al Hospital México en Costa Rica con fiebre, cefalea, mialgia, nauseas,
vomito, malestar general y valores hematologicos alterados. Al realizarles un frotis sanguineo
se determinaron inclusiones en los granulocitos en ambos pacientes. A los dos pacientes se les
administré doxiciclina y respondieron favorablemente al tratamiento (Hernandez-de
Mezerville & Padilla-Cuadra, 2007; Rojas-Solano & Villalobos-Vindas, 2007). En el 2011 se
reportaron otros dos casos de pacientes masculinos que acudieron al hospital con
sintomatologia similar e inclusiones en los granulocitos. Ademas se estableci6 leucopenia y
trombocitopenia en ambos pacientes, a estos se les administré también doxiciclina
respondiendo favorablemente al tratamiento (Brenes-Valverde et al., 2011). En estos cuatro
posibles casos de humanos con ehrlichiosis 0 anaplasmosis en Costa Rica, no se logr6
determinar el agente infeccioso, ya que los hospitales no contaban con técnicas seroldgicas ni
moleculares para diagnosticar Ehrlichia ewingii o A. phagocytophilum en humanos
(Hernandez-de Mezerville & Padilla-Cuadra, 2007; Rojas-Solano & Villalobos-Vindas, 2007;

Brenes-Valverde et al., 2011).



1.2 Etiologia

A. phagocytophilum y A. platys pertenecen al orden Rickettsiales, familia
Anaplasmataceae. Estas especies pertenecian antes al género Ehrlichia; por lo que se les
conocia como Ehrlichia equi o Ehrlichia phagocytophila y Ehrlichia platys, respectivamente
(Ettinger & Feldman, 2010; Gyles et al., 2010; Greene, 2012). Son bacterias intracelulares
obligadas, gram negativas, que afectan en el caso de A. phagocytophilum, granulocitos
(neutrofilos) y en el caso de A. platys plaquetas (Solano-Gallego et al., 2006; Goddard, 2008;
Ramsey & Tennant, 2012). Una vez dentro de su célula blanco, los agentes se replican por
fision binaria, pudiendo llegar a formar entre quince a veinte organismos en cada célula y
estos organismos son los que van a formar las mérulas que se observan dentro de éstas (Forbes

et al., 2009; Woldehiwet, 2010; Greene, 2012).

1.3 Transmision

Para la transmision de estos agentes es necesario un vector que se alimente de un
hospedador infectado para luego trasmitir las bacterias a otros hospedadores susceptibles. La
garrapata es el principal vector de los dos agentes en estudio (Scanlan, 1991; McGavin &

Zachary, 2006; Ramsey & Tennant, 2012).



El género Ixodes spp. es el principal vector de A. phagocytophilum y R. sanguineus de A.
platys (Morgan et al., 2004; Yabsley et al., 2008; Bowman, 2009; Greene, 2012). Algunos
autores consideran ademas a Dermacentor silvarum (Carrade et al., 2009), Haemophysalis
punctata (Stuen, 2007; Gyles et al., 2010; Woldehiwet, 2010) y R. sanguineus (Stuen, 2007)
como posibles vectores para A. phagocytophilum. En el caso de A. platys, se han reportado
Amblyomma sp. (Parola, 2007), Dermacentor auratus (De la Fuente et al., 2006; Greene,
2012), Ixodes persulcatus, Haemaphysalis longicornis (Greene, 2012) y Hyalomma truncatum
(De la Fuente et al., 2006) como posibles vectores. Ademas, en Australia, se determino la
presencia de A. platys en un piojo masticador (Heterodoxus spiniger) proveniente de un perro
(Greene, 2012). No se ha reportado la transmision transovéarica de estos agentes en las
garrapatas, pero si la transmision transestadial (Mullen & Durden, 2002; Ettinger & Feldman,

2010; Rikihisa, 2011).

Una vez que el vector bioldgico adquiere el agente de un hospedador infectado, las
bacterias producen una infeccidn en las glandulas salivales de las garrapatas, transmitiendo asi
las anaplasmas a otro hospedador susceptible cuando se alimentan de este (Rikihisa, 2011; De
Farias-Rotondano et al., 2012; Greene, 2012). Las garrapatas necesitan entre 24 a 48 horas de
alimentacion para poder transmitir la enfermedad a los animales susceptibles (Taylor et al.,

2007; Carrade et al., 2009; Ettinger & Feldman, 2010).



A. phagocytophilum tiene una gran variedad de animales salvajes que pueden fungir como
reservorios, entre estos el venado cola blanca, diferentes especies de ratones, ardillas y algunas
aves migratorias, que ademas de actuar como reservorios, pueden ayudar a esparcir las
garrapatas infectadas. Los animales que son cominmente afectados por esta bacteria son los
animales domésticos como caballos, vacas, ovejas, cabras, gatos, perros y también humanos,
lo que hace importante su estudio, al considerarse una enfermedad zoonotica (Lillini et al.,

2006; Stuen, 2007; Yabsley et al., 2008; Gyles et al., 2010).

Los reservorios reconocidos de A. platys, son hasta el momento los caninos salvajes y
pequefios rumiantes, los cuales van a transmitir este agente a los caninos domésticos o salvajes

y pequefios rumiantes susceptibles a la enfermedad (Greene, 2012).

1.4 Patogénesis

Una vez que la garrapata adquirid el agente, ésta puede transmitirle las bacterias al
hospedador susceptible (Taylor et al., 2007; Carrade et al., 2009; Ettinger & Feldman, 2010).
El periodo de incubacion de estos dos agentes en caninos es de ocho a quince dias (Carrada et
al., 2009; Greene, 2012). Una vez gue el agente se encuentra dentro del hospedador, éste busca
las células blanco e ingresa por medio de endocitosis (Gyles et al., 2010; Rikihisa, 2011). Las
células blanco de A. phagocytophilum son los granulocitos (neutréfilos) y en el caso de A.

platys las plaquetas (Solano-Gallego et al., 2006; Goddard, 2008; Ramsey & Tennant, 2012).



Dentro de la célula blanco, los agentes envian sefiales para inhibir la apoptosis celular y
esto facilita la replicacion del agente en las células (Taylor et al., 2007; Oteo & Brouqui, 2005;
Greene, 2012). Las anaplasmas se replican por fision binaria, pudiendo llegar a formar entre
quince a veinte organismos en cada célula. Estos agentes se aglomeran en el citoplasma de las
células dentro de una vacuola formando inclusiones que se denominan morulas. Estas morulas
son comunmente observadas en las muestras de sangre periférica (Oteo & Brouqui, 2005;

Forbes et al., 2009; Woldehiwet, 2010; Greene, 2012).

Finalmente las bacterias son liberadas mediante lisis celular e infectan otras células. En el
hospedador ocurre una inmunosupresion que tiene como consecuencia la aparicion de
infecciones oportunistas (Oteo & Brouqui, 2005; Taylor et al., 2007; Greene, 2012). La
bacteremia de las anaplasmas en perros y humanos, es generalmente menor a los 28 dias, por

lo que es comun que las infecciones se resuelvan por si solas en pocos dias (Greene, 2012).

1.5 Signos clinicos

Los signos clinicos mas comunes que presentan los caninos, una vez infectados con A.
phagocytophilum son fiebre, letargia, depresion, anorexia, debilidad, rigidez, cojera,
hepatomegalia y esplenomegalia. En los examenes laboratoriales se observa una leve o
moderada trombocitopenia y linfopenia, una leve anemia e hipoalbuminemia, ademas
eosinopenia y monocitosis. Muy pocos pacientes muestran signos de trastornos de
coagulacién, como por ejemplo petequias, melena o epistaxis (Lillini et al., 2006; Rikihisa,

2011; Greene, 2012).



En humanos se ha descrito la infeccion autolimitante, por lo que es raro que este agente
ocasione la muerte. Dos de los sintomas mas comunes en las infecciones de A.
phagocytophilum en humanos son los dolores de cabeza y la confusion del paciente (Lillini et

al., 2006; Stuen, 2007; Greene, 2012).

La forma asintomatica es la mas comun en caninos con infecciones por A. platys (Morgan
et al., 2004; McGavin & Zachary, 2006; Abrego, 2008; Ettinger & Feldman, 2010). Algunos
sintomas que podrian presentarse en animales inmunosuprimidos son fiebre leve, petequias,
mucosas palidas, inapetencia, letargia, pérdida de peso, entre otros. Los hallazgos a nivel del
laboratorio son primordialmente una trombocitopenia marcada (Morgan et al., 2004; De

Farias-Rotondano et al., 2012; Greene, 2012).

Tanto A. phagocytophilum como A. platys pueden predisponer a infecciones oportunistas,
lo que comdnmente agrava el cuadro clinico en perros y humanos. Ademas, pueden existir
coinfecciones en un mismo hospedador (Morgan et al., 2004; Lillini et al., 2006; Yabsley et
al., 2008; Bowman, 2009). En Estados Unidos se encontrd en caninos infectados con A.
phagocytophilum y Borrelia burgdorferi sintomas méas graves, comparados a los que solo
mostraban infeccion con A. phagocytophilum (Ettinger & Feldman, 2010; Rikihisa, 2011,

Greene, 2012).

En el estudio de Abrego (2008), con perros sospechosos de sufrir ehrlichiosis y
anaplasmosis, no se pudo determinar una asociacion estadisticamente significativa entre las
variables cualitativas (raza, sexo y edad del perro, ubicacion de clinica veterinaria y época de
colecta), y cuantitativas del hemograma (hematocrito, hemoglobina, leucocitos, linfocitos y

numero de segmentados) con la infeccion por A. platys en perros.



Mientras que en el estudio de Rojas et al. (2014), se encontré una asociacion significativa
entre la infeccion por A. platys y los sintomas de letargia, fiebre, condicion corporal mala,

inyeccion escleral y valores bajos del volumen del paquete celular.

Las reinfecciones se pueden dar con ambos agentes, ya que los titulos de anticuerpos
disminuyen después de aproximadamente ocho meses de eliminada la bacteria (Ettinger &

Feldman, 2010; Woldehiwet, 2010; De Farias-Rotondano et al., 2012).

1.6 Diagnostico

Para el diagnostico de estos agentes existen diversas pruebas que se pueden realizar en los
laboratorios para determinar la presencia o exposicion al agente (Yabsley et al., 2008; Forbes

et al., 2009; Ramsey & Tennant, 2012).

Se pueden realizar frotis sanguineos, en los que se va a encontrar las morulas intracelulares
en las células blanco (Scanlan, 1991; Taylor et al., 2007; Ramsey & Tennant, 2012). Este
método aunque es barato, rapido y facil de realizar, tiene una baja sensibilidad y es poco
especifico y subjetivo, ya que pueden confundirse las inclusiones, con las de otros organismos
o inclusiones de material nuclear (Goddard, 2008; Carrada et al., 2009; De Farias-Rotondano
et al., 2012). En el caso de A. phagocytophilum, las inclusiones ademas son indistinguibles
morfolégicamente de las que produce E. ewingii, por lo que habria que recurrir a otros
métodos para determinar y confirmar la presencia del agente (Carrade et al., 2009; Ettinger &

Feldman, 2010; Greene, 2012).
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La inmunofluorescencia indirecta (IFI), inmunoensayo enzimatico (ELISA) y Western-Blot
permiten determinar la exposicion de los animales a los agentes (Parola, 2007; Forbes et al.,
2009; Ramsey & Tennant, 2012). Estas técnicas detectan anticuerpos circulantes, los cuales
pueden persistir alrededor de ocho meses luego de la eliminacion del agente; por lo tanto,
obtener un resultado positivo en estas pruebas, no significa que se encuentre el agente en el

hospedador, sino que hubo una exposicion previa.

Finalmente, pueden ocurrir falsos negativos en animales que estan incubando la
enfermedad, ya que los anticuerpos tardan cerca de ocho dias en aparecer y ser diagnosticados.
Otro factor que hay que tomar en cuenta, es que pueden ocurrir reacciones cruzadas, las cuales
se han reportado entre A. phagocytophilum y A. platys (De la Fuente et al., 2006; Taylor et al.,

2007; Greene, 2012).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una de las pruebas mas confiables
para determinar la presencia del agente en el momento de la toma de la muestra. Las ventajas
que posee son su alta especificidad y sensibilidad, por consiguiente se puede determinar con
certeza la presencia del agente infectante, y asi establecer infecciones activas e identificar

animales reservorios (Parola, 2007; Forbes et al., 2009; De Farias-Rotondano et al., 2012).

El cultivo celular es la prueba de oro que permite identificar a A. phagocyotphilum y A.
platys, sin embargo esta prueba puede presentar una serie de desventajas, por ejemplo esta
prueba se realiza en muy pocos laboratorios, ya que se necesita un laboratorio con un minimo

de bioseguridad de grado tres, personal especializado y el costo de la técnica es elevado.
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Otra desventaja que tiene el cultivo de estos agentes, es que en el caso de A.
phagocytophilum pueden existir variantes patogénicas del agente que no se puedan cultivar en
el medio normalmente utilizado (Oteo & Brouqui, 2005; Anda et al., 2007). En el caso de A.
phagocytophilum la linea celular que es mas usada para su cultivo es la de células
promielociticas leucémicas HL-60. Para realizar el cultivo se debe tomar la muestra de sangre

en la fase aguda de la infeccion, ya que es el momento en el cual hay mayor bacteremia.

La muestra ya sea de sangre fresca o la capa leucocitaria, debe ser transportada en
tubos con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y preservada a temperatura ambiente no
mas de 48 horas o bien ser congelada a -20°C. Posteriormente, se inocula la capa leucocitaria
en la capa de la linea celular HL-60, luego se incuban las células a 37°C y dos veces por
semana se les agrega mas medio de cultivo fresco. Un resultado positivo puede observarse
entre los tres y siete dias luego de la incubacion y se comprueba observando las mérulas

teflidas con tincién de Giemsa o Wright (Oteo & Brouqui, 2005; Anda et al., 2007).

1.7 Prevencion, control y tratamiento

Para prevenir y controlar las infecciones con estos agentes, el Unico método que se
encuentra disponible, es el control de los vectores (Greene, 2012; Dolz et al., 2013). Se
recomienda realizar un buen control de ectoparasitos sobre los animales y eventualmente
fumigaciones en el medio ambiente en el que se desenvuelven, para evitar la infestacién por

garrapatas y asi la posible infeccion con los agentes (Greene, 2012).
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El tratamiento recomendado para las anaplasmosis son farmacos derivados de las
tetraciclinas y enrofloxacinas (Parola, 2007; Forbes et al., 2009; Bowman, 2009; Greene,
2012). ElI mas utilizado en caninos es la doxiciclina, que se administra de 5 a 10 mg/kg oral
cada 12 — 24 horas. Los tratamientos, para que logren tener efectividad, deben de darse por
periodos largos, cerca de 21 dias, ya que se ha visto, que si se acorta el periodo de tratamiento,
puede establecerse una infeccidn persistente en el paciente, y posteriormente podria volver a

desarrollar la enfermedad (Taylor et al., 2007; Ettinger & Feldman, 2010; Greene, 2012).

1.8 Justificacion e importancia

En estudios anteriores se ha logrado determinar la presencia de los agentes (A.
phagocytophilum y A. platys) en muestras de sangre y garrapatas de perros con sintomatologia
sospechosa de sufrir ehrlichiosis y anaplasmosis; sin embargo, se desconoce la prevalencia de
estos agentes en la poblacién canina sana de Costa Rica, especialmente la poblacion de perros

que visitan parques publicos.

A. phagocytophilum es un agente zoondtico que, hasta el momento, se ha encontrado en
sangre de un venado cola blanca, tres perros y dos garrapatas R. sanguineus de Costa Rica.
Ademas, no se descarta una posible infeccion con anaplasmas en cuatro casos de humanos

entre los afios 2007 y 2010 en diferentes hospitales de Costa Rica.
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A. phagocytophilum podria representar un riesgo en la salud de las personas que visitan
parques publicos de Costa Rica, al entrar en contacto con garrapatas que se han alimentado de
perros infectados. Por consiguiente, es importante determinar la presencia de este agente en
sangre y garrapatas de perros que visitan los parques publicos de Costa Rica e identificar el
posible peligro que tienen los perros y humanos que visitan los parques publicos de contraer

anaplasmosis.

Con este estudio se pretende obtener datos reales de la presencia de A. phagocytophilum y
A. platys en perros y garrapatas de Costa Rica, ademas, determinar la cantidad de animales que
presentan infecciones activas 0 exposicion pasada a los agentes, para asi poder identificar el
posible peligro que tendrian los perros de infectarse con estos agentes al visitar los parques

publicos del pais.

1.9 Hipotesis
Ho: La seroprevalencia de A. phagocytophilum en perros que visitan parques publicos

de Costa Rica es mayor a 10%.

Ho: La infeccion con A. phagocytophilum y A. platys de perros que visitan los parques

publicos de Costa Rica por PCR en sangre es mayor a 10%.
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1.10 Objetivos

1.10.1 Obijetivo general
Establecer la prevalencia de anticuerpos y antigenos de A. phagocytophilum y antigenos

de A. platys en sangre y garrapatas de perros que visitan parques publicos en Costa Rica.

1.10.2 Obijetivos especificos

e Tasar la seroprevalencia de A. phagocytophilum en perros que visitan parques publicos

en Costa Rica.

e Estimar la prevalencia de A. phagocytophilum en sangre y garrapatas de perros que

visitan parques publicos en Costa Rica.

e Estimar la prevalencia de A. platys en sangre y garrapatas de perros que visitan parques

publicos en Costa Rica.

e Determinar el porcentaje de infecciones pasadas y activas de A. phagocytophilum y A.

platys, por medio de la técnica de PCR e Inmunofluorescencia, respectivamente.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio de tipo observacional, transversal y descriptivo, con el cual se
determind la seroprevalencia de A. phagocytophilum y la prevalencia de A. phagocytophilum y
A. platys, mediante técnicas serologicas y moleculares, en las muestras de suero, sangre y

garrapatas de los perros que visitan parques publicos.

2.2 Procedencia, tipo y tamafio de la muestra

Las muestras que se utilizaron para este estudio procedian de un banco de sueros,
sangres y garrapatas de perros que visitaron quince parques publicos de Costa Rica durante los
afios 2011 y 2012. Las muestras se encontraban en el Laboratorio de Entomologia de la
Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional y fueron recolectadas en el marco
del proyecto “Diagndstico molecular de agentes infecciosos en garrapatas y de animales
domésticos de distintas areas recreativas de Costa Rica”, con el objetivo de detectar agentes

transmitidos por ectoparésitos.
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Las muestras fueron recolectadas en diferentes parques publicos en todas las provincias
del pais (Cuadro 1). El criterio de seleccion para realizar la investigacion en todas las
provincias del pais, fue el hecho de que se habia identificado Anaplasma spp. En algunas
provincias (Abrego, 2008; Campos, 2011; Rojas et al., 2014), y que al abarcar todo el
territorio nacional, se estimaria la prevalencia de estos agentes en el pais. Se visitdé parques
publicos con altos niveles de concurrencia, solo una vez y en los fines de semana, por ser los

dias en que son mas visitados.

Se muestrearon los perros de los propietarios que estaban anuentes a participar en el
proyecto. Se les realizd una entrevista a los duefios y una revision clinica a los animales
(Anexo 1). Se recolectd muestras de sangre completa con y sin anticoagulante, y garrapatas de

los perros, sin importar la edad, sexo, raza o estatus clinico.

El tamafio de la muestra, que se requirio para este estudio fue de 300 animales, lo cual
fue calculado por medio del programa WinEpiscope 2.0, con una prevalencia estimada del 6%
(Abrego, 2008; Campos, 2011) para A. phagocytophilum y A. platys, ademas un nivel de
confianza del 95%, basandose en una poblacidon total de 1 939 142 perros en el pais, ya que
estudios determinaron que en cada vivienda existian en promedio 1.6 perros, y para el 2011
habia un total de 1 211 964 viviendas ocupadas en Costa Rica, de las cuales se encontraban el
33.1% en San José, 19.5% en Alajuela, 10.8% en Cartago, 10.1% en Heredia, 9.8% en
Puntarenas, 9.0% en Limén y 7.6% en Guanacaste (List, 2009; Fuprovi, 2012; INEC, 2012;

Sociedad Mundial para la Proteccion Animal, 2012).
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Finalmente se analizaron 408 sueros en IFI para A. phagocytophilum, 374 sangres de
perros y 120 grupos de garrapatas (624 garrapatas en total) en PCR para A. phagocytophilum y

A. platys, de los perros que visitaron los parques publicos del pais (Cuadro 1).

Todas las garrapatas de cada perro se clasificaron por especie, sexo y estadio. Luego se
guardaron en tubos Eppendorf a -20°C hasta realizarles la extraccion de ADN. De los 120
perros a los cuales se les recolectaron garrapatas en este estudio, se logro realizar la extraccion
de ADN a 122 grupos de garrapatas. Ciento doce perros tenian solo R. sanguineus, cuatro
perros tenian solo Amblyomma ovale, un perro tenia solo Amblyomma cajennense, un perro
tenia solo Ixodes boliviensis y dos perros tenian infecciones mixtas, uno de ellos tenia R.

sanguineus y A. ovale, y el otro tenia R. sanguineus y A. cajennense.
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Cuadro 1. Tipo y nimero de muestras analizadas por parque publico.

Parque Provincia Numero de muestras analizadas

Sueros caninos  ADN Grupos

n (%) Sangre Garrapatas

canina de perros n
n (%) (%)

Parque Metropolitano La Sabana San José 52 (12.7%) 44 (11.8%) 11 (9.2%)
Parque de Barrio México San José 16 (4%) 16 (4.3%) 4 (3.3%)
Parque de La Paz San José 32 (7.8%) 29 (7.7%) 4 (3.3%)
Parque Central de Desamparados San José 31 (7.6%) 31 (8.3%) 7 (5.8%)
Parque Central de Aserri San Jose 25 (6.1%) 25 (6.7%) 0 (0%)
Parque Central de Ciudad Colén San Jose 23 (5.6%) 18 (4.8%) 8 (6.7%)
Parque del Agricultor Alajuela 23 (5.6%) 22 (5.9%) 8 (6.7%)
Parque Central de La Fortuna Alajuela 18 (4.4%) 16 (4.3%) 7 (5.8%)
Parque Monte de la Cruz Heredia 27 (6.6%) 26 (6.9%) 2 (1.7%)
Centro Recreativo del ITCR Cartago 35 (8.6%) 34 (9.1%) 5 (4.2%)
Parque Vargas Limon 4 (1%) 3 (0.8%) 1 (0.8%)
Parque Asis Esna Limon 24 (5.9%) 24 (6.4%) 13 (10.8%)
Parque Central de Guapiles Limén 26 (6.4%) 18 (4.8%) 10 (8.3%)
Parque Central de Cafias Guanacaste 42 (10.3%) 41 (11%) 26 (21.7%)
Parque Central de Quebrada Ganado Puntarenas 30 (7.4%) 27 (7.2%) 14 (11.7%)
TOTAL 408 374 120
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2.3 Inmunofluorescencia Indirecta (1FI)

Se utilizo el kit comercial de inmunofluorescencia indirecta “E. canis and A.
phagocytophilum MIF Canine IgG Antibody Kit” de Fuller Laboratories®, California, EEUU.
Se prepard una dilucién de 1:80 de cada suero a analizar en Buffer Fosfato Salino (PBS), pH
7.2, luego se agregd 10 ul de cada suero diluido a cada pocito de la ldmina (Figura 1). Se
incluyd en cada lamina un control positivo y un control negativo, se incubd por 30 minutos a
37°C, se lavé la lamina tres veces con PBS y se agregd una gota del conjugado (anticanino
IgG - fluoresceina) a cada pocito. Se incubd en una cdmara oscura por 30 minutos a 37°C,
luego se lavd de nuevo tres veces con PBS, por ultimo se agregd de dos a tres gotas del medio
de montaje, se puso el cubreobjetos y se llevd al microscopio de inmunofluorescencia para
leer los resultados. Un suero se determind como positivo, si presentd fluorescencia en una

dilucion 1:80.
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Figura 1. Adicion de 10 ul de cada suero diluido a cada pocito de la lamina de IFI.
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2.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
2.4.1 Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN de las muestras de sangre de perro se utilizo el kit
comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Catdlogo No. A1120). Las
extracciones se realizaron seglin el protocolo recomendado por los fabricantes. Para la
extraccion del ADN de los grupos de garrapatas se utilizé el kit comercial DNeasy Blood and
Tissue Kit de Qiagen®. Las extracciones se realizaron segn el protocolo recomendado por los

fabricantes.

2.4.2 LaPCR convencional para A. phagocytophilum

La PCR que se utilizé para detectar la presencia de ADN de A. phagocytophilum en las
muestras de sangre y garrapatas fue anidado, amplificando un segmento del gen 16SrARN. Se
utilizé como control positivo ADN de A. phagocytophilum donado por el Centro de Control de
Enfermedades (CDC) de Atlanta en EE.UU y como control negativo agua grado biologia
molecular (Scientific). En la primer ronda se utilizo 1 pl de ADN de la muestra de sangre o
garrapata, 6.25 pl DreamTaq ™ PCR Master Mix 2X (Scientific), 0.5 ul del iniciador ge3a (10
uM), 0.5 ul del iniciador gelOr (10 uM) vy 4.25 ul de agua grado biologia molecular
(Scientific) para cada muestra. Las condiciones de la primera ronda en el termociclador fueron
de dos minutos de desnaturalizacion inicial a 95°C, 40 ciclos de 30 segundos de
desnaturalizacion a 94°C, 30 segundos de alineamiento a 55°C, un minuto de extension a 72°C

y cinco minutos de extension final a 72°C.
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En la segunda ronda se utilizo 1 ul del producto de la primera ronda, 6.25ul DreamTaq™
PCR Master Mix 2X (Scientific), 0.5 pul del iniciador ge9f (10 uM), 0.5 ul del iniciador ge2
(10 uM) y 4.25 ul de agua grado biologia molecular (Scientific) para cada muestra. Las
condiciones de la segunda ronda en el termociclador fueron de dos minutos de
desnaturalizacion inicial a 95°C, 30 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacion a 94°C, 30
segundos de alineamiento a 55°C, un minuto de extension a 72°C y cinco minutos de extension
final a 72°C.

Se realiz6 la electroforesis de todos los productos de la segunda ronda en geles de agarosa
al 2%, utilizando GelRed para tefiir el ADN, y se corrieron en la camara de electroforesis a
100 voltios de 30 a 40 minutos. Las bandas que mostraron un peso molecular de 546 pb fueron

consideradas como positivas para A. phagocytophilum.

2.4.3 LaPCR convencional para A. platys

La PCR que se utilizo para detectar la presencia de ADN de A. platys en las muestras
de sangre y garrapatas también fue anidado, por lo que se realizaron dos rondas para la
amplificacion del segmento del gen 16SrARN, que se esperaba encontrar. Se utiliz6 como
control positivo ADN de A. platys de una muestra de perro que fue previamente confirmada
como positiva mediante secuenciacion. Como control negativo se utilizé agua grado biologia
molecular (Scientific). En la primer ronda se utilizé 1 pl del ADN de las muestras de sangre o
garrapatas, 6.25 ul del DreamTaq™ PCR Master Mix 2X (Scientific), 0.5 pl del iniciador 8F
(10 uM), 0.5 pl del iniciador 1448R (10 uM) y 4.25 ul de agua grado biologia molecular

(Scientific).



22

Las condiciones de la primera ronda en el termociclador fueron de dos minutos de
desnaturalizacion inicial a 95°C, 40 ciclos de un minuto de desnaturalizacion a 94°C, un
minuto de alineamiento a 45°C, dos minutos de extension a 72°C y 5 minutos de extension
final a 72°C. En la segunda ronda se utilizé 1 ul del producto de la primera ronda, 6.25ul del
DreamTaq™ PCR Master Mix 2X (Scientific), 0.5 ul del iniciador EHR16SR (10 uM), 0.5 pl
del iniciador PLATYS (10 uM) y 4.25ul de agua grado biologia molecular (Scientific). Las
condiciones de la segunda ronda en el termociclador fueron de un minuto de desnaturalizacién
inicial a 94°C, 40 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacién a 94°C, 30 segundos de
alineamiento a 55°C, 30 segundos de extension a 72°C y cinco minutos de extension final a

72°C.

Se realizé la electroforesis de todos los productos de la segunda ronda en geles de
agarosa al 2%, utilizando GelRed para tefiir el ADN y se corrieron en la camara de
electroforesis a 100 voltios de 30 a 40 minutos. Las bandas que mostraron un peso molecular

de 678 pb fueron consideradas como positivas para A. platys.

2.5 Secuenciacion

Todas las muestras que resultaron positivas en la PCR para A. phagocytophilum y A.
platys fueron enviadas para ser purificadas y secuenciadas por la empresa Macrogen en Seoul,
Corea del Sur. Las secuencias parciales obtenidas, se alinearon con el programa BioEdit
Sequence Aligment Editor® (Hall, 1999) y se compararon mediante el algoritmo BLASTn con

la base de datos del Centro Nacional de Informacion para Biotecnologia (NCBI).
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2.6 Andlisis estadistico

Se calcul6 la seroprevalencia de A. phagocytophilum. Se determin6 el nimero de
muestras positivas en PCR para A. phagocytophilum y para A. platys. Se determiné como
infecciones pasadas, aquellos perros cuyas muestras de sangre resultaron positivas en IFIl y
negativas en PCR. Se determiné como infecciones activas, aquellos perros cuyas muestras de
sangre resultaron positivas en PCR, independientemente del resultado en IFI. Se realizo un
analisis descriptivo de todas las muestras seropositivas y las muestras PCR positivas para
alguno de los agentes, tanto las muestras de sangre, como las muestras de garrapatas de los

PErros.

Prevalencia serologica de A. phagocytophilum:  # animales positivos x 100

total de animales muestreados
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3 RESULTADOS

3.1 Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) para A. phagocytophilum

De un total de 408 perros analizados mediante IFI, 11 (2.7%) resultaron positivos y

397 (97.3%) negativos (Figura 2).

De los once perros positivos en la IFI, cinco (45.4%) provenian de San Jose, dos
(18.2%) de Guanacaste, dos (18.2%) de Heredia, uno (9.1%) de Limo6n y uno (9.1%) de
Puntarenas (Cuadro 2). Un total de ocho perros (72.7%) fueron sin raza definida, siete eran
hembras (63.6%) y ocho (72.7%) se encontraban entre los primeros tres afios de vida.
Solamente tres perros (27.3%) no poseian duefios y se encontraban deambulando en el parque,
seis perros (54.5%) se mantenian afuera de la casa del duefio, ademas seis (54.5%) mostraron
condicion corporal regular, y en siete de los perros (63.6%) se reportd garrapatas alguna vez
en su vida, aunque en el momento de la toma de muestra solo en dos perros (18.2%) se

encontr garrapatas de la especie R. sanguineus sobre ellos (Cuadro 2).

A B

Figura 2. Reaccion positiva (A) y negativa (B) de sueros caninos en la IFI de A.
phagocytophilum.



Cuadro 2. Caracteristicas de los 11 perros seropositivos para A. phagocytophilum.
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Codigo o Edad o Donde Cond. Historia Presencia  Tratamiento
Provincia Parque Raza Sexo Propietario L
Perro Afios permanece Corporal Garrapatas Garrapatas Doxiciclina
. Bull
Metropolitano .
A3 San José Terrier  Macho 1 Si Adentro Buena Si 0 No
La Sabana
Inglés
Central de Golden
C37 San José . Macho 8 Si Adentro Buena Si 0 No
Desamparados Retriever
C89 San José  Barrio México  SRD Hembra 1 No Afuera Regular  No hay datos 0 No
Co4 San José  Barrio México  SRD Macho 10 No Afuera Regular  No hay datos 0 No
Central de Golden
C318 San José . . Hembra 3 Si Ambos Buena Si 0 No
Ciudad Colén  Retriever
Central de
C124  Guanacaste . SRD  Hembra 2 Si Ambos Regular Si 0 No
Canas
Central de
C135  Guanacaste . SRD  Hembra 2 Si Afuera Regular No 0 No
Canas
. Monte de la
C19% Heredia c SRD Hembra 2 Si Afuera Buena Si 0 No
ruz
. Monte de la . .
C196 Heredia c SRD Hembra 2 Si Afuera Regular Si 0 No
ruz
. Central de
C280 Limon . SRD Hembra 12 Si Ambos Obesa Si 1 No
Guépiles
Central de
C323  Puntarenas Quebrada SRD Macho 1 No Afuera Regular  No hay datos 11 No
Ganado

SRD= Sin raza definida.

De los 11 perros que presentaron un resultado seropositivo para A. phagocytophilum,

nueve (81.8%) presentaron algun valor hematoldgico alterado (Cuadro 3). Los eosinofilos

fueron las células en las que mas perros obtuvieron un resultado mayor al referencial, seis

(54.5%) presentaron eosinofilia.



Cuadro 3. Valores hematoldgicos de los 11 perros seropositivos para A. phagocytophilum.

Codigo Parametro Ht Hgg/dl CHCM  Leucocitos Bandas Segmentados Eosinofilos Basofilos Linfocitos Monocitos Plaquetas

Perro Rezarr;i;al 36-47 11-16  32-36  6000-12000  0-300 3000-9 000 100-750 0-10 1000-4800  60-840 200 000-500 000
A3 51 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
C37 46 16 34 9900 99 6435 594 0 1980 792 ND
C89 41 14 34 9050 0 4978 1539 0 2444 91 270846
C94 34 11 32 20400 0 8364 612 0 11016 408 274516
C318 45 15 33 5350 0 3264 0 0 2033 54 198180
C124 35 11 31 23600 472 11800 5900 0 4956 472 ND
C135 35 15 42 9050 362 3982 1810 91 2353 453 ND
C194 45 15 33 20100 0 8241 5628 402 5427 402 165150
C196 46 15 33 17300 346 10726 865 0 5017 346 337640
C280 49 17 34 6150 0 3629 308 0 2214 0 395626
C323 30 9 30 9800 490 6174 1078 0 1862 196 88080

Ht= Hematocrito, Hg= Hemoglobina en gramos por decilitro, CHCM= Concentracién de hemoglobina corpuscular media y ND= No determinado.

26
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3.2 Resultados de la PCR convencional para A. phagocytophilum

De un total de 374 muestras de sangre analizadas en la PCR para detectar A.
phagocytophilum, un (0.3%) perro que provenia de Guanacaste, del Parque Central de Cafias,
resultd positivo (Figura 3). Se tratdé de una hembra sin raza definida, aproximadamente de 10
afios de edad y callejera, que deambulaba en el parque. Al no tener duefio, no se pudo
recolectar informacion del animal, sin embargo presentd buena condicion fisica, membranas
rosadas en el examen clinico y no presentd signos clinicos compatibles con anaplasmosis. A la
hora de la toma de muestra no se encontraron garrapatas sobre ella. A la muestra de sangre no

se le pudo realizar el hemograma.

Figura 3. Electroforesis de gel de agarosa de una muestra de sangre positiva en la PCR de A.
phagocytophilum. MM: Marcador de peso molecular, 1. Control negativo, 2: Control
positivo, 3: Muestra de sangre (C160) positiva para A. phagocytophilum.
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De un total de 122 grupos de garrapatas, pertenecientes a 120 perros, un grupo de
garrapatas R. sanguineus (0.8%) resultd positivo. El perro al cual pertenecio el grupo de
garrapatas R. sanguineus positivo en la PCR de A. phagocytophilum provenia de la provincia
de San José (Parque de La Paz) y se encontrd sobre un perro Pequinés, macho, de cinco afios,
el cual tenia una apariencia saludable, presentaba una buena condicién corporal y membranas
mucosas rosadas. Segun su duefio, el perro era mantenido dentro de la casa, habia tenido
garrapatas alguna vez en su vida y no habia sido tratado nunca con doxiciclina. En el momento
en que se hizo la toma de muestras, se encontraron cuatro garrapatas R. sanguineus. La sangre
de este perro resultd negativa en la IFI y PCR para A. phagocytophilum, también resulto
negativo para la PCR de A. platys. Los valores hematoldgicos del perro, al cual pertenecio el
grupo de garrapatas R. sanguineus positivas, se mostraron dentro del rango referencial, sin
embargo la CHCM (31) se encontraba levemente disminuida y el nimero de bandas (354)

levemente aumentado.

3.3 Resultados de la PCR convencional para A. platys

De un total de 374 muestras de sangre analizadas en la PCR para A. platys, cuatro perros
(1%) resultaron positivos (Figura 4). Dos perros provenian de Guanacaste, del Parque Central
de Cafias, y los otros dos provenian de Puntarenas, del Parque Central de Quebrada Ganado.
Todos los perros eran menores de tres afios, tres perros presentaron una condicion corporal
buena, tres presentaron garrapatas en el momento de la toma de muestra y dos presentaron
mucosas palidas o muy palidas y reportaron historia de haber tenido garrapatas en algin
momento de su vida, ademas los propietarios reportaron que los perros no habian recibido

tratamiento con doxiciclina (Cuadro 4).
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Figura 4. Electroforesis de gel de agarosa de una muestra de sangre positiva en la PCR de A.
platys. MM: Marcador de peso molecular, 1: Control positivo, 2: Muestra de sangre
(C140) positiva para la PCR de A. platys, 3: Control negativo.

Todos los perros que presentaron un resultado positivo en PCR de A. platys mostraron
algun valor hematoldgico alterado. Todas mostraron niveles més bajos de hemoglobina, tres
perros presentaron valores de hematocrito y plaquetas bajos y tres presentaron un nimero de

eosinofilos més elevado (Cuadro 5).



Cuadro 4. Caracteristicas de los cuatro perros positivos en la PCR de A. platys.

Codigo o Eda . Donde Cond Historia Presencia Membrana Tratamiento
Provincia Parque Raza Sexo Propietario L
Perro flos Permance Corporal Garrapatas Garrapatas Mucosa Doxiciclina
Central de
C126 Guanacaste Cal SRD Hembra 0.5 Si Ambos Buena Si Muy pélida No
afias
Central de Pinscher
C140 Guanacaste o Hembra 3 Si Afuera Buena No Rosada No
Carias miniatura
Central de
Pastor
C329 Puntarenas Quebrada Alemd Hembra 0.6 Si Adentro Buena No Rosada No
eman
Ganado
Central de
C346 Puntarenas Quebrada SRD Hembra 2 Si Adentro Regular Si Palida No
Ganado
SRD-= Sin raza definida.
Cuadro 5. Valores hematoldgicos de los cuatro perros positivos para la PCR de A. platys.
Cédigo Parametro  Hit Hgg/dl CHCM Leucocitos Bandas  Segmentados  Eosindfilos  Basofilos  Linfocitos Monocitos Plaquetas
Rango
Perro Referencial 36-47 11-16  32-36 6000-12000 0-300 3000-9000 100-750 0-10 1000-4800 60-840 200 000 - 500 000
C126 34 10 29 8900 178 3738 979 0 3560 445 24956
C140 31 9 30 7950 398 5963 477 0 636 477 136524
C329 37 10 28 20200 202 10302 6060 0 3636 0 217264
C346 31 10 32 15000 300 10350 900 0 3300 150 56885

Ht= Hematocrito, Hg= Hemoglobina en gramos por decilitro, CHCM= Concentracién de hemoglobina corpuscular media y ND= No determinado.
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Se analizaron en total 122 grupos de garrapatas, pertenecientes a 120 perros. Estas
garrapatas se encontraban en el perro a la hora de la toma de las muestras. De los 122 grupos
de garrapatas de diferentes especies y estadios, pertenecientes a 120 perros, ninguno de los

grupos resultd positivo en la PCR de A. platys.

3.4 Secuenciacion de las muestras positivas de A. phagocytophilum y A. platys

Las dos muestras positivas en la PCR para A. phagocytophilum (sangre y grupo de
garrapatas R. sanguineus), mostraron un 100% (527/527pb) de identidad nucleotidica con la
secuencia del genoma completo de A. phagocytophilum, aislada de un perro y depositada en el

GenBank (CP006618.1) (Anexo 2).

En cuanto a los resultados de secuenciacion de las cuatro muestras positivas en la
PCR para A. platys, dos muestras (C140 y C346) mostraron un 100% (695/695pb) de
identidad nucleotidica y otras dos muestras (C126 y C329) un 99.85% (694/695pb) con la
secuencia parcial de A. platys (JQ894779.2) detectado en un perro de Filipinas (Ybanez et al.,
2012). La diferencia en el porcentaje de identidad nucleotidica entre estas secuencias se debid
a una sustitucion en la posicién ndmero 267 en el nucle6tido A por una C (Anexo 3). Asi
mismo las secuencias de las muestras C126 y C329 mostraron un 100% de identidad
nucleotidica con la secuencia parcial de una muestra de sangre de perro positiva para A.

platys, reportada por Abrego, 2008.
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3.5 Infecciones pasadas y activas de A. phagocytophilum y A. platys

Se determinaron como infecciones pasadas las 11 muestras positivas en la IFI de A.
phagocytophilum (2.7%), ya que estas resultaron negativas en la PCR de A. phagocytophilum
y A. platys. De estos once perros, dos tenian garrapatas R. sanguineus, a las cuales se les

realizd PCR de A. phagocytophilum y A. platys, resultando negativas.

Se establecio como muestra con infeccién activa de A. phagocytophilum solo una muestra
de sangre (0.3%) de las 374 muestras procesadas. Esta muestra obtuvo un resultado negativo
en la PCR de A. platys y en la IFI de A. phagocytophilum. En este perro no se encontraron

garrapatas en el momento de la toma de muestras.

Se determind como muestras con infeccién activa de A. platys, las cuatro muestras de
sangre (1%) de las 374 muestras procesadas, que obtuvieron un resultado positivo en la PCR
para A. platys. Todas resultaron negativas en las pruebas de IFI y PCR de A. phagocytophilum.
Ademas, tres de estos cuatro perros positivos presentaron garrapatas en el momento de la toma
de la muestra, pero solo a dos perros se les pudo analizar las garrapatas R. sanguineus, las

cuales resultaron negativas en la PCR para A. phagocytophilum y A. platys.

Un grupo de garrapatas R. sanguineus resulté positivo en la PCR para A. phagocytophilum,
a este grupo se le realizé la PCR para A. platys y resultd negativo. Al perro al cual pertenecia
este grupo de garrapatas positivo en A. phagocytophilum, resulté negativo tanto en la IFI de A.

phagocytophilum como en la PCR para A. phagocytophilum y A. platys.
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4 DISCUSION

Este estudio reporta por primera vez la seroprevalencia de A. phagocytophilum en perros
que visitan parques publicos de Costa Rica. De 408 perros analizados, 11 obtuvieron un
resultado positivo, determindndose asi una seroprevalencia del 2.7% en la poblacion canina de
Costa Rica. La presencia de anticuerpos contra este agente era esperado, ya que habia sido
reportado tanto en Norte como en Suramérica (Arraga-Alvarado, 1994; Oteo & Brouqui, 2005;
Anda et al., 2007; Lopez et al., 2007; Greene, 2012). Ademas, en el 2010, Soto detectd por
primera vez el agente en Costa Rica, en una muestra de sangre de un venado cola blanca
proveniente de San Carlos, el cual se considera, entre otros, reservorio de A. phagocytophilum.
El resultado de un 2.7% de seroprevalencia también era esperado, ya que en un estudio
realizado en el 2011 con perros sospechosos de sufrir ehrlichiosis y anaplasmosis, se
determiné un 1% de prevalencia del agente por medio de PCR en esa poblacion canina de
Costa Rica (Campos, 2011). Un factor que hay que considerar, es que animales con resultados
positivos en pruebas seroldgicas, podrian no tener el agente en ese momento, ya que en el caso
de las anaplasmas los anticuerpos pueden persistir circulando alrededor de ocho meses luego

de eliminada la bacteria (De la Fuente et al., 2006; Taylor et al., 2007; Greene, 2012).
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Esto concuerda con los resultados obtenidos en este estudio, ya que los 11 perros que
presentaron anticuerpos contra A. phagocytophilum se determinaron con infeccién pasada, y
nunca habian sido tratados con doxiciclina, por lo que se puede concluir, que los perros
resolvieron la enfermedad por si solos y ésta ademas se presento en forma subclinica, ya que
los duefios nunca sospecharon ni reportaron signos clinicos compatibles con anaplasmosis, o
cual concuerda con la literatura, en la que se ha visto, que la mayoria de los animales muestran
muy pocos 0 ningun signo clinico cuando se encuentran infectados (Lillini et al., 2006; Stuen,
2007; Greene, 2012).

Otro factor que hay que considerar, es la posibilidad de que alguno de los resultados de los
perros seropositivos, pudieran deberse a una reaccion cruzada con A. platys, ya que se ha
reportado, que estos dos agentes podrian mostrar reaccion cruzada en las pruebas serologicas
(De la Fuente et al., 2006; Taylor et al., 2007; Greene, 2012), y los dos agentes se encuentran
presentes en el pais, siendo A. platys, el que se ha encontrado en mayor porcentaje en este y

otros estudios (Abrego, 2008).

En los resultados de los exdmenes laboratoriales de los perros seropositivos, cuatro tenian
una leve anemia, otros cuatro presentaron leucocitosis y linfocitosis, seis de los perros
eosinofilia y tres trombocitopenia, estos signos son algunas de las patologias mas comunes en
los examenes laboratoriales, que se reportan en perros que tienen una infeccién con A.
phagocytophilum (Lillini et al., 2006; Rikihisa, 2011; Greene, 2012), lo que podria indicar,
que en algin momento fueron infectados, que lograron resolver la infeccion y que

posiblemente se encuentran en un proceso de recuperacion.
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En este estudio se determin6 con infeccidn activa de A. phagocytophilum a una Unica
muestra, obteniéndose un 0.3% de infeccidn activa en perros que visitan parques publicos de
Costa Rica. Este valor era el esperado, ya que en el estudio de Campos (2011) se reporté un
0.9% de infeccion en perros sospechosos de sufrir ehrlichiosis y anaplasmosis, los perros
determinados como positivos por Campos (2011) provenian de Jacé y Heredia. En el presente
estudio, el perro que presentaba infeccion activa de A. phagocytophilum provenia del Parque
Central de Cafas, Guanacaste, y deambulaba en el mismo. Este es el primer reporte de la
presencia de A. phagocytophilum en perros de Cafias, en donde se encontré ademas, dos perros
con anticuerpos contra A. phagocytophilum. Al no contar con duefio y no poder realizarle el
hemograma al perro positivo, no se pudo obtener mucha informacion de su estado de salud,
aunque en el examen clinico el perro se encontré con una buena condicion fisica, membranas
mucosas rosadas y no mostraba signos clinicos compatibles con anaplasmosis. Esto concuerda
con la literatura, en donde se reporta que la mayoria de los animales muestran muy pocos o0
ningun signo clinico, cuando se encuentran infectados con A. phagocytophilum (Lillini et al.,

2006; Stuen, 2007; Greene, 2012).

No se le encontraron ectoparasitos a la hora de la toma de muestra, por lo que no se pudo
analizar los mismos, para determinar si estos poseian el agente. Ademas, este perro resultd
negativo en la prueba de IFI de A. phagocytophilum y en la PCR de A. platys. Esto indica que
la infeccion con A. phagocytophilum fue reciente, ya que el tiempo de aparicion de los
anticuerpos se da aproximadamente ocho dias post infeccion, por lo que el perro podria
haberse encontrado en el periodo de incubacion (8 — 15 dias p.i) por lo cual podrian no
encontrarse los anticuerpos (De la Fuente et al., 2006; Taylor et al., 2007; Carrada et al., 2009;

Greene, 2012).
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Hay que recalcar que este perro representa un foco de infeccion y propagacion de A.
phagocytophilum, ya que éste permanece en ese parque y no cuenta con atencidn veterinaria ni

control de ectoparasitos.

De los 122 grupos de garrapatas analizados, solamente resulté positivo para A.
phagocytophilum un grupo de garrapatas R. sanguineus (0.8%), de un perro del Parque de la
Paz, San José. Campos (2011), reportd6 dos garrapatas R. sanguineus (1.25%) de 160
analizadas como positivas para A. phagocytophilum, lo que es muy similar a lo reportado en
este estudio. Aungue en la literatura se reporta el género Ixodes spp. como el vector mas
comun de A. phagocytophilum, hay estudios en los que se esta reportando R. sanguineus como
otro posible vector (Stuen, 2007). El obtener un resultado positivo en la PCR para A.
phagocytophilum en garrapatas R. sanguineus de Costa Rica era esperado, ya que Campos
(2011) reportd la presencia de este agente en R. sanguineus de perros enfermos. Se
recomienda realizar mas estudios sobre la trasmision de A. phagocytophilum y sus posibles
vectores en Costa Rica. El perro, al cual pertenecia este grupo de garrapatas R. sanguineus fue
un macho pequinés de cinco afios, el cual permanecia, segin sus duefios, siempre dentro de la
casa. Este resultado es muy importante, ya que demuestra, que podria ocurrir la transmision de

A. phagocytophilum por garrapatas de perros que conviven con humanos.
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El perro al cual pertenecia el grupo de garrapatas positivas para A. phagocytophilum no
presentd sintomatologia compatible con anaplasmosis en el momento de la toma de muestras,
se encontraba con buena condicién corporal y una apariencia saludable. En los exdmenes de
laboratorio tampoco se encontré algin resultado relevante o patologia compatible con
anaplasmosis, por lo que se sospecha que la garrapata no habia infectado aun al perro al
momento de la toma de la muestra, ya que las garrapatas necesitan entre 24 a 48 horas para
alimentarse y poder transmitir el agente a los hospedadores (Taylor et al., 2007; Carrade et al.,

2009; Ettinger & Feldman, 2010).

Otra posibilidad es, que R. sanguineus no sea vector y no pueda transmitir A.
phagocytophilum, por lo que se recomienda hacer mas estudios sobre la posibilidad de que R.

sanguineus sea un vector efectivo de este agente.

En este estudio se determind cuatro perros con infecciones activas de A. platys, los cuales
resultaron negativos en la IFl y en la PCR de A. phagocytophilum, determinandose un 1% de
prevalencia de A. platys. Este porcentaje es mas bajo que el reportado por Abrego (2008), que
report6 un 6.33%, Y el reportado por Rojas et al. (2014), que fue de un 9.6%. En el presente
estudio se esperaba encontrar un porcentaje mas bajo de perros infectados con A. platys, ya
que Abrego analizé perros sospechosos de sufrir ehrlichiosis y anaplasmosis, encontrando
perros positivos para A. platys en todas las provincias del pais, menos en Puntarenas y Limon.
En el presente trabajo se encontré dos perros positivos para A. platys en Guanacaste y dos en
Puntarenas, esto coincide con Abrego (2008), que encontr6 perros positivos en Guanacaste, y

con Rojas et al. (2014), quienes reportaron perros positivos en Guanacaste y Puntarenas.
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Solamente dos perros positivos para A. platys presentaron mucosas palidas o muy palidas
en el momento de la toma de muestra, y este fue el Gnico signo clinico que se encontrd en ese
momento, posteriormente, en el hemograma, estos dos perros mostraron una leve anemia,
niveles bajos de hemoglobina, eosinofilia y trombocitopenia. Ademas, en los examenes
laboratoriales se observo que otro perro, que no presentaba mucosas palidas, tenia una leve
anemia, niveles bajos de hemoglobina y trombocitopenia, asi mismo, todos los perros
positivos presentaban valores bajos de hemoglobina y de la concentracion de hemoglobina
corpuscular media (CHCM) vy tres perros presentaron eosinofilia. La poca sintomatologia que
presentaron los cuatro perros positivos para A. platys en el momento de hacerles la evaluacion
clinica, concuerda con lo reportado en la literatura (Morgan et al., 2004; McGavin & Zachary,
2006; Ettinger & Feldman, 2010). Asi mismo, la anemia leve, los niveles bajos de
hemoglobina y CHCM, la eosinofilia y la trombocitopenia, son los hallazgos mas comunes
encontrados en el hemograma de perros infectados por A. platys (Morgan et al., 2004; De
Farias-Rotondano et al., 2012; Greene, 2012). La presencia de anemia y anormalidades
clinicas determinadas en perros infectados con A. platys en este estudio, concuerda con lo

reportado por Rojas et al. (2014).

No se logré demostrar una asociacién significativa con algun sintoma o resultado en los
examenes de laboratorio y la infeccidén con A. platys, ya que fueron muy pocas las muestras
positivas, para poder realizarles el analisis estadistico. Por el contrario, Abrego (2008) si logré
realizar un andlisis estadistico y no encontrd asociacion significativa con algun sintoma o
resultado en los examenes de laboratorio y la infeccion con A. platys, este resultado
probablemente se debid a que las muestras fueron seleccionadas buscando animales con una

infeccion de E. canis.
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En el estudio de Rojas et al. (2014) se report6é una asociacion significativa de la infeccion
con A. platys con los sintomas de letargia, fiebre, condicion corporal baja e inyeccién escleral,
lo que concuerda con reportes en otros paises (Morgan et al., 2004; De Farias-Rotondano et

al., 2012; Greene, 2012).

Este estudio reporta por primera vez en Costa Rica la seroprevalencia y prevalencia de A.
phagocytophilum y la prevalencia de A. platys de perros que visitan parques publicos en todas
las provincias del pais. ElI haber encontrado estos agentes, tanto en la sangre como en
garrapatas de perros, es importante, porque se pudo identificar un posible riesgo para perros y
humanos que visitan los parques publicos de Costa Rica, de infectarse con estos agentes al
entrar en contacto con garrapatas infectadas. Ademas, se observo en el pais la existencia de
zonas con mayor cantidad de perros infectados (Puntarenas y Guanacaste), por lo que es
importante realizar mas estudios en estas regiones. Finalmente, se observo que los perros
infectados con estos agentes por lo general no presentan o presentan muy pocos Signos
clinicos, lo que hace que pasen inadvertidos a los propietarios, sin embargo, en caso de

presentar signos clinicos, es importante tomarlos en cuenta en los diagnosticos diferenciales.
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CONCLUSIONES

e Se determind una seroprevalencia de 2.7% de A. phagocytophilum en perros que

visitan parques publicos de Costa Rica.

e Se establecio una prevalencia de 0.3% de A. phagocytophilum en perros que visitan

parques publicos de Costa Rica.

e Se establecid una prevalencia de 1% de A. platys en perros que visitan parques

publicos de Costa Rica.

e Se determind una prevalencia de 0.8% de A. phagocytophilum y 0% de A. platys en

garrapatas de perros que visitan parques publicos de Costa Rica.

e Se estableci6 un 2.7% de infecciones pasadas de A. phagocytophilum y un 0.3% y 1%
de infecciones activas de A. phagocytophilum y A. platys, respectivamente, en perros

que visitan parques publicos de Costa Rica.
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6 RECOMENDACIONES

Informar a la comunidad de médicos veterinarios y salud publica de los resultados de
seroprevalencia y prevalencia de A. phagocytophilum en sangre de perros que visitan
parques publicos de Costa Rica, y el posible peligro que tienen los perros y humanos

de infectarse con este agente.

Comunicar a los médicos veterinarios que tomen en cuenta a A. phagocytophilum y A.
platys, como diagnoésticos diferenciales para enfermedades que cursen con
sintomatologia compatible, y que utilicen técnicas moleculares para su adecuado
diagnostico, ya que se demostrd, que los animales infectados con estos agentes
presentan muy pocos signos clinicos, y si los perros presentan anticuerpos, no indica

necesariamente que se encuentran infectados con estos agentes.

Establecer un control adecuado de ectoparasitos en los perros y su medio ambiente, ya

que se ha encontrado A. phagocytophilum en garrapatas R. sanguineus.

Realizar mas estudios sobre A. phagocytophilum y A. platys, respecto a su distribucion,

trasmision y sus posibles vectores en Costa Rica.

Efectuar méas estudios en las provincias de Puntarenas y Guanacaste, ya que se
determind que son las provincias en las que hay una prevalencia mayor de A. platys,

con respecto a las demas provincias de Costa Rica.
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8 ANEXOS

Anexo 1. Informacion y ficha clinica realizada a cada perro que participé en este estudio.

Nuamero de formulario:

UNA UNIVERSIDAD NACIONAL -
COSTA RICA o 8.7

UNIVERSIDAD -
NACIONAL ESCUELA DE MEDICINA VETERINARIA VETRINARIA

COsSTA RI'CA

Proyecto de Tesis
FECHA: LUGAR DE MUESTREO:

FORMULARIO PARA LA RECOLECCION DE DATOS GENERALES

Toda la informacion que usted brinde, sera absolutamente confidencial y sera de uso estricto médico-veterinario.

INFORMACION PERSONAL DEL PROPIETARIO

Nombre del propietario:

Lugar de habitacion actual: Provincia: Canton:

Numero de teléfono: Correo electronico:

INFORMACION PERSONAL DEL PACIENTE

Nombre del paciente: Raza: Sexo: Edad:
Lugar de habitacion en el hogar: Fuera de la casa [] Dentro de la casa []

Cantidad de animales con los que habita: Cantidad de personas con los que habita:
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Detalle la clase de animales con los que habita: (1 gato, 2 perros, 1 caballo, etc)

éEl paciente ha tenido alguno de los siguientes parasitos en el pasado?

Garrapatas: | []SI | CINO ¢Ha sido tratado contra ellas? Osi | [JNO | éCon qué?
Pulgas: Ost | OJno ¢Ha sido tratado contra ellas? Osi | [JNO | éCon qué?
Piojos: Osi | ONO ¢Ha sido tratado contra ellos? Osi | JNO | éCon qué?
Intestinales: | []Si | [JNO ¢Ha sido tratado contra ellos? Osi | JNO | éCon qué?

éCon qué regularidad visita el parque?

Hace afios [] Hace meses [] Hace menos de 4 semanas [] Esta es la primera vez []
éAlguna vez el paciente ha sido diagnosticado con EHRLIQUIOSIS (LA ENFERMEDAD DE LAS GARRAPATAS)?

(st | CONO | éHace cuanto tiempo? ¢Ha recibido tratamiento? [ si CINO | éCon qué?

éAlguna vez su veterinario pudo tener la sospecha de que su mascota tuviera EHRLIQUIOSIS (LA ENFERMEDAD DE LAS GARRAPATAS)?

O st | ONO | éHace cuanto tiempo? ¢Recibié alglin tratamiento? O st CONO | éCon qué?

éAlguna vez el paciente ha presentado los siguientes sintomas?

Anorexia (pérdida del 0 Cualquier tipo de 0 Problemas 0
apetito) sangrado respiratorios
) Manchas rojas en la .
Fiebre | piel | Sangre en la orina [
- A Problemas para
Debilidad | Conjuntivitis | } |
caminar
. Inflamacién en | Ly
Depresion | tes;?cufcfslon enlos | Picazén [

Pérdida de pelo | Tumores o pelotas | Diarrea [
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Nuamero de ficha:

FICHA CLINICA PARA LA RECOLECCION DE DATOS DE PERROS EN PARQUES RECREATIVOS

INFORMACION DE LA MUESTRA

Numeros de muestras sanguineas: Rojos: Morados:

Nuamero de muestra garrapatas:
Nuamero de muestra pulgas:
Namero de muestra piojos:

Nuamero de muestra heces:

INFORMACION GENERAL DEL PACIENTE

Color de pelaje:

Condicién corporal:  Caquexia [] Mala [ Regular [] Buena [J Obesidad [
Actitud: | Deprimido [ Débil [ Décil [ Alerta [ Agresivo []
Membranas Mucosas: | Muy pélidas [] Palidas [] Rosadas [] Ictéricas []

Tiempo de llenado capilar:

Temperatura:
Epistaxis [ Petequias [ Equimosis [] Metrorragia [ Conjuntivitis [ Edema escrotal []
Indicios de: Disnea O Tos O Cianosis [ Ataxia O Hematuria [ Alopecia O
Linfadenomegalia Artritis O Diarrea O
GARRAPATAS Cantidad de infestacién 1-10 11-25 [] 25-50 [] Mas de 50 []

st CNo
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PULGAS Cantidad de infestacién 1-10 11-25 [] 25-50 [] Mas de 50 []
sI CINO
PIOJOS Cantidad de infestacién 1-10 [] 11-25 [] 25-50 [] Mas de 50 []
Llst Ono

OBSERVACIONES ADICIONALES
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Anexo 2. Alineamiento de la secuencia del grupo de R. sanguineus (C25) positivo para A.
phagocytophilum con la secuencia del genoma completo de A. phagocytophilum
(CP006618.1) depositada en el GenBank.

C25 1

CP006618.

c25 o6l

CP006618.

c25 121

CP006618.

c25 181

CP006618.

C25 241

CP006618.

c25 301

CP006618.

c25 36l

CP006618.

C25 421

CP006618.

C25 481

CP006618.

AAGCAGCTCCAGGGTTAAGCCCTGGCATTTCACCTTTAACTTACCGAACCGCCTACATGC

Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrrr et e et e et
AAGCAGCTCCAGGGTTAAGCCCTGGCATTTCACCTTTAACTTACCGAACCGCCTACATGC

CCTTTACGCCCAATAATTCCGAACAACGCTTGCCCCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGC

A
CCTTTACGCCCAATAATTCCGAACAACGCTTGCCCCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGC

ACGGAGTTTGCCGGGACTTCTTCTGTAGGTACCGTCATTATCTTCCCTACTGAAAGAGTT

A
ACGGAGTTTGCCGGGACTTCTTCTGTAGGTACCGTCATTATCTTCCCTACTGAAAGAGTT

TTACAACCCTAAGGCCTTCCTCACTCACGCGGCATAGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTG

A
TTACAACCCTAAGGCCTTCCTCACTCACGCGGCATAGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTG

TCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTATCTCAGTTCCAGTGTG

Frrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr e et e et et e
TCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTATCTCAGTTCCAGTGTG

GCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTATAGATCATCGCCTTGGTAGGCCTTTACCCTACCAA

A
GCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTATAGATCATCGCCTTGGTAGGCCTTTACCCTACCAA

CTAGCTAATCTAACATAGGCTCATCTAATAGCGATAAATCTTTCCCCCGCAGGGATTATA

FEErrrrrrrrr et e et e e e e e e e e e e e e e e e
CTAGCTAATCTAACATAGGCTCATCTAATAGCGATAAATCTTTCCCCCGCAGGGATTATA

CAGTATTACCCACCATTTCTAGTGGCTATCCCATACTACTAGGTAGATTCCTATGCATTA

FEErrrrrrrrr et e et e e e et e e e et e e e e e e e e
CAGTATTACCCACCATTTCTAGTGGCTATCCCATACTACTAGGTAGATTCCTATGCATTA

CTCACCCGTCTGCCACTAACTATTCTTTATAGCAAGCTATAAAGAAT 527

FEEEEErr et et e e e e e e e e et
CTCACCCGTCTGCCACTAACTATTCTTTATAGCAAGCTATAAAGAAT 1057563

60

1057096

120

1057156

180

1057216

240

1057276

300

1057336

360

1057396

420

1057456

480

1057516



53

Anexo 3. Alineamiento de las secuencias de las cuatro muestras de sangre positivas para A.
platys y la secuencia parcial de A. platys (JQ894779.2), depositada en el GenBank.

Diferencias entre las secuencias estan indicadas en negrita y la posicién subrayada.

Cl26
C329
C140
C346

JQ894779.2

Cl2e
C329
C140
C346

JQ894779.2

Cl26
C329
C140
C346

JQ894779.2

AGAGTTTGAT CCTGGCTCAG AACGAACGCT

R R PSP I (P

55 65 75
———————————————————————— GCTTGC
———————————————————————— GCTTGC
———————————————————————— GCTTGC
———————————————————————— GCTTGC

CAAGTCGAAC GGATTTTTGT CGTAGCTTGC

B B B
105 115 125
GACGGGTGAG TAATGCATAG GAATCTACCT
GACGGGTGAG TAATGCATAG GAATCTACCT
GACGGGTGAG TAATGCATAG GAATCTACCT
GACGGGTGAG TAATGCATAG GAATCTACCT

GACGGGTGAG TAATGCATAG GAATCTACCT

GGCGGCAAGC

I
85
TATGATAAAA
TATGATAAAA
TATGATAAAA
TATGATAAAA

TATGATAAAA

B

135
AGTAGTATGG
AGTAGTATGG
AGTAGTATGG
AGTAGTATGG

AGTAGTATGG

TTAACACATG

I
95
ATTAGTGGCA
ATTAGTGGCA
ATTAGTGGCA
ATTAGTGGCA

ATTAGTGGCA

B

145
GATAGCCACT
GATAGCCACT
GATAGCCACT
GATAGCCACT

GATAGCCACT



Cl26
C329
C140
C346

J894779.2

Cl2e
C329
C140
C346

JQo894779.2

Cl26
C329
C140
C346

JQ894779.2

Cl26
C329
C140
C346

JQo894779.2

N I
155
AGAAATGGTG
AGAAATGGTG
AGAAATGGTG
AGAAATGGTG

AGAAATGGTG

N
205
TATTAGATGA
TATTAGATGA
TATTAGATGA
TATTAGATGA

TATTAGATGA

R

255
CAAGGCGGTG
CAAGGCGGTG
CAAGGCAGTG
CAAGGCAGTG
CAAGGCAGTG

R

305
CTGAGATACG
CTGAGATACG
CTGAGATACG
CTGAGATACG

CTGAGATACG

N I
165
GGTAATACTG
GGTAATACTG
GGTAATACTG
GGTAATACTG

GGTAATACTG

N
215
GCCTATGTTA
GCCTATGTTA
GCCTATGTTA
GCCTATGTTA

GCCTATGTTA

R

265
ATCTATAGCT
ATCTATAGCT
ATCTATAGCT
ATCTATAGCT
ATCTATAGCT

R

315
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC

GTCCAGACTC

N I
175
TATAATCCCT
TATAATCCCT
TATAATCCCT
TATAATCCCT

TATAATCCCT

N
225
GATTAGCTAG
GATTAGCTAG
GATTAGCTAG
GATTAGCTAG

GATTAGCTAG

R

275
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG

R

325
CTACGGGAGG
CTACGGGAGG
CTACGGGAGG
CTACGGGAGG

CTACGGGAGG

N I
185
GCGGGGGAAA
GCGGGGGAAA
GCGGGGGAAA
GCGGGGGAAA

GCGGGGGAAA

N
235
TTGGTAGGGT
TTGGTAGGGT
TTGGTAGGGT
TTGGTAGGGT

TTGGTAGGGT

R

285
GATGATCAGC
GATGATCAGC
GATGATCAGC
GATGATCAGC
GATGATCAGC

R

335
CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG

CAGCAGTGGG

N I
195
GATTTATCGC
GATTTATCGC
GATTTATCGC
GATTTATCGC

GATTTATCGC

N
245
AAAGGCCTAC
AAAGGCCTAC
AAAGGCCTAC
AAAGGCCTAC

AAAGGCCTAC

R

295
CACACTGGAA
CACACTGGAA
CACACTGGAA
CACACTGGAA
CACACTGGAA

R

345
GAATATTGGA
GAATATTGGA
GAATATTGGA
GAATATTGGA

GAATATTGGA
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Cl26
C329
C140
C346

J894779.2

Cl2e
C329
C140
C346

JQo894779.2

Cl26
C329
C140
C346

JQ894779.2

N I
355
CAATGGGCGC
CAATGGGCGC
CAATGGGCGC
CAATGGGCGC

CAATGGGCGC

N

405
AGGGTTGTAA
AGGGTTGTAA
AGGGTTGTAA
AGGGTTGTAA

AGGGTTGTAA

R

455
GAAGTCCCGG
GAAGTCCCGG
GAAGTCCCGG
GAAGTCCCGG

GAAGTCCCGG

N I
365
AAGCCTGATC
AAGCCTGATC
AAGCCTGATC
AAGCCTGATC

AAGCCTGATC

I

415
AACTCTTTCA
AACTCTTTCA
AACTCTTTCA
AACTCTTTCA

AACTCTTTCA

R

465
CAAACTCCGT
CAAACTCCGT
CAAACTCCGT
CAAACTCCGT

CAAACTCCGT

N I
375
CAGCTATGCC
CAGCTATGCC
CAGCTATGCC
CAGCTATGCC

CAGCTATGCC

I

425
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA

GTGGGGAAGA

R

475
GCCAGCAGCC
GCCAGCAGCC
GCCAGCAGCC
GCCAGCAGCC

GCCAGCAGCC

N I
385
GCGTGAGTGA
GCGTGAGTGA
GCGTGAGTGA
GCGTGAGTGA

GCGTGAGTGA

I

435
TAATGACGGT
TAATGACGGT
TAATGACGGT
TAATGACGGT

TAATGACGGT

R

485
GCGGTAATAC
GCGGTAATAC
GCGGTAATAC
GCGGTAATAC

GCGGTAATAC

N I
395
GGAAGGCCTT
GGAAGGCCTT
GGAAGGCCTT
GGAAGGCCTT

GGAAGGCCTT

I

445
ACCCACAGAA
ACCCACAGAA
ACCCACAGAA
ACCCACAGAA

ACCCACAGAA

R

495
GGAGGGGGCA
GGAGGGGGCA
GGAGGGGGCA
GGAGGGGGCA

GGAGGGGGCA
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Cl26
C329
C140
C346

J894779.2

Cl2e
C329
C140
C346

JQo894779.2

Cl26
C329
C140
C346

JQ894779.2

N I
505
AGCGTTGTTC
AGCGTTGTTC
AGCGTTGTTC
AGCGTTGTTC

AGCGTTGTTC

N

555
GTTAAAGGTG
GTTAAAGGTG
GTTAAAGGTG
GTTAAAGGTG

GTTAAAGGTG

R

605
CAGACTCGAG
CAGACTCGAG
CAGACTCGAG
CAGACTCGAG

CAGACTCGAG

N I
515
GGAATTATTG
GGAATTATTG
GGAATTATTG
GGAATTATTG

GGAATTATTG

I

565
AAATGCCAGG
AAATGCCAGG
AAATGCCAGG
AAATGCCAGG

AAATGCCAGG

R

615
TCCGGGAGAG
TCCGGGAGAG
TCCGGGAGAG
TCCGGGAGAG

TCCGGGAGAG

N I
525
GGCGTAAAGG
GGCGTAAAGG
GGCGTAAAGG
GGCGTAAAGG

GGCGTAAAGG

I

575
GCTTAACCCT
GCTTAACCCT
GCTTAACCCT
GCTTAACCCT

GCTTAACCCT

R

625
GATAGCGGAA
GATAGCGGAA
GATAGCGGAA
GATAGCGGAA

GATAGCGGAA

N I
535
GCATGTAGGC
GCATGTAGGC
GCATGTAGGC
GCATGTAGGC

GCATGTAGGC

I

585
GGAGCTGCTT
GGAGCTGCTT
GGAGCTGCTT
GGAGCTGCTT

GGAGCTGCTT

R

635
TTCCTAGTGT
TTCCTAGTGT
TTCCTAGTGT
TTCCTAGTGT

TTCCTAGTGT

N I
545
GGTTCGGTAA
GGTTCGGTAA
GGTTCGGTAA
GGTTCGGTAA

GGTTCGGTAA

I

595
TTAATACTGC
TTAATACTGC
TTAATACTGC
TTAATACTGC

TTAATACTGC

R

645
AGAGGTGAAA
AGAGGTGAAA
AGAGGTGAAA
AGAGGTGAAA

AGAGGTGAAA
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Cl26
C329
C140
C346

J894779.2

Cl2e
C329
C140
C346

JQo894779.2

Cl26
C329
C140
C346

JQ894779.2

N I
655
TTCGTAGATA
TTCGTAGATA
TTCGTAGATA
TTCGTAGATA

TTCGTAGATA

N

705
GTACTGACGC
GTACTGACGC
GTACTGACGC

GTACTGACGC

N I
665
TTAGGAGGAA
TTAGGAGGAA
TTAGGAGGAA
TTAGGAGGAA

TTAGGAGGAA

I

715
TGAGGTGCGA
TGAGGTGCGA
TGAGGTGCGA

TGAGGTGCGA

N I
675
CACCAGTGGC
CACCAGTGGC
CACCAGTGGC
CACCAGTGGC

CACCAGTGGC

I

725
AAGCGTGGGG
AAGCGTGGGG
AAGCGTGGGG

AAGCGTGGGG

N I
685
GAAGGCGGCT
GAAGGCGGCT
GAAGGCGGCT
GAAGGCGGCT

GAAGGCGGCT

I

735
AGCAAACAGG
AGCAAACAGG
AGCAAACAGG

AGCAAACAGG

N I
695
ATCTGGTCCG
ATCTGGTCCG
ATCTGGTCCG
ATCTGGTCCG

ATCTGGTCCG

I

745
ATTAGATACC
ATTAGATACC
ATTAGATACC

ATTAGATACC

GTACTGAC== ======= === mmmmm e e e

R

755
CTGGTAGTCC
CTGGTAGTCC
CTGGTAGTCC

CTGGTAGTCC

765

ACGCTGTAA

ACGCTGTAA

ACGCTGTAA

ACGCTGTAA
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