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RESUMEN

En este trabajo, se analizd, mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase
Chain Reaction, por sus siglas en inglés), la presencia de Anaplasma platys, agente causal de la trombo-
citopenia ciclica infecciosa canina (ICCT, infectious canine cyclic thrombocytopenia, por sus siglas en in-
glés), en sangre de perros de Costa Rica. Se analizaron 300 muestras sanguineas; 20 provenian de perros
con sintomatologia sospechosa de ICCT, las restantes 280 muestras se obtuvieron de un banco de sangre,
recolectadas previamente de perros con sintomatologia sospechosa de erliquiosis. Para cada muestra, se
recopild la siguiente informacioén: ubicacidon geografica, época de recolecta, raza, edad y sexo. Las muestras
de sangre se analizaron mediante dos ensayos de PCR, uno para amplificar un fragmento del gen 16S ARNr
de la familia Anaplasmataceae, y un PCR anidado para amplificar, especificamente, A. platys. Un total de 19
(6.3%) muestras resultaron positivas a A. platys, lo cual demuestra la presencia del agente en perros de Costa
Rica. Una cepa de A. platys mostré un 100% de similitud con una secuencia parcial del gen 16S ARNr de A.
platys (AF156784) publicado en GenBank. El PCR de Anaplasmataceae detectdé menor cantidad de muestras
positivas a A. platys que el PCR anidado; sin embargo, proporciono evidencia sobre la posible presencia de
otras especies de la familia Anaplasmataceae en perros de Costa Rica.

Palabras claves: Anaplasmaplatys, Anaplasmataceae, Trombocitopenia Ciclica Infecciosa Canina, perros,
Costa Rica.

Molecular detection of Anaplasma platys
in Costa Rican dogs

Abstract
The presence of Anaplasma platys, causal agent of infectious canine cyclic thrombocytopenia (ICCT) was ana-
lyzed in Costa Rican dogs using a polymerase chain reaction (PCR) assay. A total of 300 blood samples were
analyzed; 20 samples were collected from dogs with suspected ICCT, while the other 280 were obtained from
blood bank samples previously collected from dogs with suspected ehrlichial infection. The following information
was collected for each sample: geographical location, period of sample collection, race, gender, and age. Blood
samples were analyzed using two different PCR assays: one to amplify a fragment of the 16S rRNA gene of the
Anaplasmataceae family and a nested PCR to specifically amplify A. platys. A total of 19 samples (6.3%) were
positive for A. platys, showing the presence of the agent in dogs in Costa Rica. A strain of A. platys showed 100%
similarity to a partial sequence of 16S rRNA gene of A. platys (AF156784) published in GenBank. Anaplasma-
taceae PCR detected less samples being positive for A. platys than nested PCR; however, this study showed
evidence regarding the probable presence of other species of the Anaplasmataceae family in dogs in Costa Rica.
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INTRODUCCION

Anaplasma platys fue descrita, por primera
vez, en 1978 en Estados Unidos (Harvey et al.,
1978), como el agente causal de la trombocito-
penia ciclica infecciosa canina (ICCT, infectious
canine cyclic thrombocytopenia, por sus siglas
en inglés). La enfermedad afecta solamen-
te a caninos. A la fecha, no se ha encontrado
en otras especies, incluyendo a los humanos
(Gaunt et al., 2010). La bacteria estuvo clasifica-
da dentro del género Ehrlichia (E. platys), hasta
el afio 2001, pero hoy, se encuentra en el gé-
nero Anaplasma, perteneciente al orden Rickett-
siales y a la familia Anaplasmataceae (Dumler
et al., 2001). Este agente rickettsial es Gram ne-
gativo, intracelular obligado e infecta plaquetas.
Se presenta en forma individual, en pares o gru-
pos llamados morulas; a su vez, dentro de una
vacuola (Foglia et al., 2006). Se sospecha que
A. platys es transmitida por la garrapata Rhipi-
cephalus sanguineus; sin embargo, el papel de
esta garrapata, como vector bioldgico, no ha
sido confirmado (Harvey et al., 1978; Foglia et
al., 2006; Dantas-Torres, 2008.).

La infeccion aguda se caracteriza por una
parasitemia en las plaquetas, seguida por epi-
sodios de trombocitopenia que ocurren en inter-
valos de 7 a 14 dias (Harvey et al., 1978; Foglia
et al., 2006). Algunos reportes indican que los
perros infectados, por lo general, no son afec-
tados clinicamente, y rara vez muestran signos
relevantes de hemorragia (Gaunt et al., 2010).
Sin embargo, otros trabajos han reportado fie-
bre, anorexia, letargia, depresion, pérdida de
peso, descarga nasal mucopurulenta, mucosas
palidas, linfadenomegalia, hiperplasia linfoide,
proliferacion de macréfagos en nédulos linfati-
cos, higado y bazo, hemorragia leve o edema
en multiples érganos, incluida hemorragia intra-
folicular del bazo. Ademas, se mencionan alte-
raciones sanguineas diferentes a la trombocito-
penia, hematocritos bajos, monocitosis y baja
concentracion de albumina. También, se men-
ciona la presencia de garrapatas (Harrus et al.,
1997; Eddlestone et al., 2007). La fase cronica
de la enfermedad se asocia con parasitemias
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esporadicas y trombocitopenias ciclicas (Harvey
etal., 1978; Chang and Pan, 1996). La presencia
de macroplaquetas es otro hallazgo sanguineo
que se puede presentar en ambas fases (Har-
vey et al., 1978). Los signos clinicos asociados
con ICCT no son especificos; por consiguiente,
se dificulta su diagnéstico (Inokuma et al.,2002).

Actualmente, el diagndstico de la ICCT se
basa en la demostracion al microscopio de luz
de inclusiones basofilicas en plagquetas median-
te tincion de Giemsa a partir de un frotis san-
guineo. La deteccion de la mérula en plaque-
tas consume mucho tiempo y, usualmente, no
es satisfactoria, sobre todo en casos croénicos
por la aparicion ciclica de las bacterias en las
plaguetas (Foglia et al., 2006; Ramos et al.,
2009). La deteccion de anticuerpos, mediante
inmunofluorescencia indirecta, es otra metodo-
logia de diagndstico. Parece ser relativamente
especifica para identificar perros expuestos al
agente, pues no se reportan reacciones cruza-
das con Ehrlichia canis; sin embargo, tiene la
desventaja, como toda prueba serologica, que
reconoce tanto un animal expuesto al agente,
con enfermedad activa, como un animal recu-
perado, dado que los perros pueden presentar
anticuerpos por mucho tiempo (Chang and Pan,
1996; Mathew et al., 1997; Brown et al., 2001).
A. platys ha sido diagnosticado, mediante esta
técnica, en diversas regiones del mundo, ta-
les como: Grecia (Kontos et al.,, 1991), Japén
(Inokuma et al., 2002), Tailandia (Suksawatet
al., 2001), Espana (Sainz et al., 1999) y Vene-
zuela (Arraga-Alvarado et al., 2003).

La reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) se utiliza, mundialmente, como herra-
mienta en el diagnéstico de enfermedades in-
fecciosas; también, para caracterizar agentes
patogenos. A. platys ha sido detectado, me-
diante PCR, en estudios realizados en Estados
Unidos (Mathew et al., 1997), China (Chang and
Pan, 1996), Japon (Motoi et al., 2001), Australia
(Brown et al., 2001; Martin et al., 2005; Brown
et al., 2006), Francia (Beaufils et al., 2002), In-
glaterra (Sparagano et al., 2003), Venezuela
(Huang et al., 2005), Italia (De la Fuente et al.,
2006), Espana (Aguirre et al., 2006), Tailandia
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(Pinyoowong et al., 2007) y Brasil (Cardozo et
al., 2007).

El objetivo de este trabajo fue determinar la
presencia de A. platys en perros de Costa Rica
mediante PCR.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio y tamaiio de muestra

Se realizd6 un estudio observacional, no
aleatorio, para detectar la presencia de A. platys
en muestras de sangre de perros con sintomato-
logia sospechosa de ICCT vy erliquiosis, atendi-
dos en clinicas veterinarias de Costa Rica. Para
calcular el tamafo de muestra necesario, para
detectar el agente, en al menos el 1% de ani-
males en la poblacién, se utilizé la férmula de
Cannon and Roe (1982). La poblacion de perros
de Costa Rica se asumio superior a los 350,000;
asi, con una prevalencia esperada de 1% y un
nivel de confianza de 95%, la cantidad de ani-
males por muestrear fue de 300. Un total de 20
muestras fueron remitidas por el Laboratorio de
Andlisis Clinicos de la Escuela de Medicina Ve-
terinaria, de casos de perros con sintomatologia
sospechosa de ICCT y con recuento plaquetario
por debajo de 150,000 pks/ul. Las restantes 280
muestras se obtuvieron de un banco de sangre
recolectado previamente para un estudio de de-
teccion molecular de Ehrlichia spp., de perros
con sintomatologia sospechosa (Romero et al.,
2011). Para cada muestra se anoté la siguiente
informacion: fecha de recolecta, ubicacion de la
clinica veterinaria, lugar de procedencia, raza,
sexo y edad del perro.

Las 300 muestras fueron sometidas, en for-
ma paralela, tanto al PCR para la familia Ana-
plasmataceae, como al PCR especifico para A.
platys. Solo se consideraron positivas a A. pla-
tys las muestras que resultaron positivas al PCR
especifico para el agente.

Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

Para la extraccion de ADN de las mues-
tras de sangre, se utilizdé el kit comercial Wi-
zard Genomic DNA Purification Kit (Promega®),
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siguiendo el protocolo recomendado por el fabri-
cante. Los productos obtenidos de estas extrac-
ciones se guardaron a -20°C hasta su analisis
posterior mediante PCR.

PCR para determinar especies de la fa-
milia Anaplasmataceae

Las extracciones de ADN se sometieron
a un PCR utilizando los cebadores EHR16D
(5"'-GGTACCYACAGAAGAAGTCC-3") y EH-
R16R  (5-TAGCACTCATCGTTTACAGC-3),
que amplifican un fragmento de 345 pb del gen
16S ARN ribosomal (ARNr) de varias especies
de la familia Anaplasmataceae (Inokuma et al.,
2000). La mezcla de la reaccion fue la siguien-
te: 12,5 yl DreamTag™ PCR Master Mix2X
(Fermentas), 12,5 pmol de cada cebador, 7,5
pul ADN (1.8-116,5 pg); la reaccion se com-
plet6 con agua grado molecular (Fermentas)
para un volumen final de 25 pul. Se utilizaron
las siguientes condiciones en el termociclador:
desnaturalizacion inicial (95°C por 5 min.), 34
ciclos repetidos de desnaturalizacion (95°C por
30 seg.), alineamiento (55°C por 30 seg.), ex-
tension (72°C por 90 seg.) y una extension final
(72°C por 5 min). Como control positivo se utili-
z06 un plasmido construido con la secuencia del
gen 16S ARNr de E. canis, donado por el Dr.
R. Ganta de la Universidad de Kansas, USA, y
agua como control negativo.

PCR para determinar la presencia de A.
platys

Las extracciones de ADN se sometieron,
ademas, a un PCR anidado que amplifica espe-
cificamente un fragmento de 678 pb del gen 16S
ARNr de A. platys, empleando los cebadores
8F (5"-AGTTTGATCATGGCTCAG-3") y 1448R
(5"-CCATGGCGTGACGGGCAGTGTG-3) (Mar-
tin et al., 2005). Este primer PCR consistié de
desnaturalizacion inicial (94°C por 1 min), 40
ciclos repetidos de desnaturalizacién (94°C por
1 min.), alineamiento (45°C por 1 min.) y exten-
sion (72°C por 1 min. y 40 seg.) y extensioén final
(72°C por 5 min.). La mezcla de reaccion se pre-
paré utilizando 5 pl de ADN (1,2-77,7ug), 12,5
pmol de cada cebador, 12,5 ul de DreamTaq™
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PCR Master Mix 2X (Fermentas) completado
con agua grado biologia molecular (Fermentas)
para llegar a un volumen final de 25 pl. En el
segundo PCR se utilizaron los cebadores EHR-
16SR y PLATYS (5-GATTTTTGTCGTAGCTT-
GCTATG-3) (Martin et al., 2005). La mezcla de
reaccion fue la siguiente: 1 ul de la reaccion an-
terior, 12,5 yl de DreamTag™ PCR Master Mix
2X (Fermentasa), 12,5 pmol de cada cebador,
completado con agua grado biologia molecular
(Fermentas) hasta llegar a un volumen final de
25 pul. Las condiciones para este PCR fueron:
desnaturalizacion inicial (94°C por 1 min.), 40
ciclos repetidos de desnaturalizacién (94°C por
30 seg.), alineamiento (55°C por 30 seg.) y ex-
tension (72°C por 30 seg.); con una extension
final de 72°C por 5 min. (Martin et al., 2005).
Como control positivo se utilizé ADN de una
muestra de sangre de perro, positiva a A. platys,
mediante observacion de morulas en plaquetas
y confirmacién mediante secuenciacion. Como
control negativo se us6 agua grado biologia mo-
lecular (Fermentas).

La visualizacién de los productos amplifica-
dos, en el PCR, se realiz6 en geles de agaro-
sa (1,5%) en amortiguador TBE (0,5X), tefidos
con bromuro de etidio y corridos en una camara
de electroforesis a 100 voltios durante 30 min.
El marcador utilizado fue ThermoScientificGe-
neRuler100bp Plus DNA Ladder (Sm0321) Las
muestras que generaron una banda de 345 pb
se consideraron como positivas a la familia Ana-
plasmataceae, y las que produjeron una de 678
pb se consideraron como positivas a A. platys.

Secuenciacién

El producto amplificado de una muestra
sanguinea que resulté positiva, en el PCR, para
A. platys, fue purificada con columnas Centri-
con® (Amicon), siguiendo el protocolo que re-
comienda la casa comercial. La reaccion de la
secuenciacion se realizé de la siguiente ma-
nera: desnaturalizacién inicial de 96°C por 1
min. y 25 ciclos repetidos de desnaturalizacion
(96°C por 10 seg.), alineamiento (50°C por 5
seg.) y extensién (60°C por 4 min) (Martin et al.,
2005). La secuencia del producto se determiné

74

utilizando el kit de secuenciacién BigDye Termi-
nator v3.1° y el secuenciador ABI 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystemsa) del Centro de
Investigacion en Biologia Celular y Molecular,
Universidad de Costa Rica. La secuencia ob-
tenida se analizé con el programa ClustalW2 y
se compard con una secuencia parcial del gen
16S ARNr de A. platys (AF156784) depositada
en GenBank.

RESULTADOS

Deteccion de A. platys mediante técni-
cas moleculares

De las 20 muestras remitidas por el Labo-
ratorio de Analisis Clinicos, con sospecha de
ICCT, siete (35,0%) resultaron positivas en el
PCR de Anaplasmataceae; mientras que sola-
mente una (5,0%) resulté positiva a A. platys.
De las 280 muestras provenientes del banco de
sangre recolectado para un estudio de erliquio-
sis, 124 (44,3%) resultaron positivas en el PCR
de Anaplasmataceae, mientras que 18 (6,4%)
fueron positivas a A. platys (Figura 1).

La comparacién de los resultados obtenidos
en las dos técnicas, en el analisis de 300 mues-
tras de caninos, se muestra en el Cuadro 1. Hubo
coincidencia en el resultado de 178 (59,3%)
muestras, determinandose 14 (4,7%) muestras
como positivas a A. platys y familia Anaplasma-
taceae; mientras que 164 (54,7%) muestras re-
sultaron negativas a ambos analisis. Un total de
131 (43,7%) muestras resultaron positivas, en
el PCR, de Anaplasmataceae; mientras que 19
(6,3%) resultaron positivas en el PCR de A. pla-
tys. Cinco (1,6%) muestras resultaron positivas
para A. platys; sin embargo, no fueron detecta-
das en el PCR para Anaplasmataceae. Un total
de 117 (39,0%) muestras resultaron positivas
para alguna especie de Anaplasmataceae en el
PCR, pero negativas para A. platys. De estas
117 muestras, seis muestras formaron parte de
las 20 remitidas por el Laboratorio de Analisis
Clinicos y 111 provenian del banco de sangre
recolectado previamente para el estudio de de-
teccion molecular de Ehrlichia spp. De las 111
muestras, 61(55%) habian sido diagnosticadas
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345 pb ;

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de los PCR mostrando la presencia
de Anaplasmataceae (amplicén de 345 pb) y A. platys (amplicén de 678 pb). M: marcador de peso
molecular; 1: control+ Anaplasmataceae; 2: control-; 3: control+ Anaplasmaplatys; 4. control-; 5-6:
muestras caninas + Anaplasmataceae; 7-10, muestras caninas positivas A. platysen Costa Rica.

Cuadro 1. Comparacion de resultados obtenidos en el PCR para Anaplasmataceae y en el PCR
para Anaplasma platys en el analisis de 300 muestras de sangre de caninos de Costa Rica.

PCR para A. platys

+ - Total
PCR para Anaplasmataceae + 14 (4,7%) 117(39,0%) 131 (43,7%)
- 5(1,6%) 164 (54,7%) 169 (56,3%)
Total 19 (6,3%) 281 (93,7%) 300 (100%)

previamente como positivas a E. canis y negati-
vas a E. chaffeensis y E. ewingii (Romero et al.,
2011); adicionalmente siete (2,3%) muestras se
determinaron con infecciones mixtas (E. canis'y
A. platys).

Se logré secuenciar una muestra que
resulté positiva, tanto al PCR, para familia
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Anaplasmataceae, como para A. platys. La ali-
neacion de esta secuencia arrojé un porcentaje
de homologia del 100% al compararla con una
secuencia parcial del gen 16S ARNr de A. pla-
tys (AF156784) perteneciente a una cepa aisla-
da de sangre de perro en Guangzhou, China y
depositada en GenBank (Figura 2).
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A._platys 16S_ A TTTGTCGTAGCTTGCTATGATAAAAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATG 100
Aplatys sangre _________ _CTTGCTATGATAAAAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATG 40

kkhkkkhkkhkhkkhkkhhhkkkhkkhhhkkkhkhhkhkkhkhhkhkkhkhhhkhkhkhhkkkhk*k

A._platys 16S_A CATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAA 150
A.platys_sangre CATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAA 90

*hkhkkkkhkkhkkhkkhkhhkkkhkhhhkkkhhhkhkkhkhhkhkhhhkhkhhhhkhkhhhhkhhkhkhkhkhkh*k

A._platys 16S_A TACTGTATAATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTA 200
A.platys_sangre TACTGTATAATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTA 140

k hkhkk ok ok ok ok ok khkkhkkhkhhkkhkhhhkhkhhhkhkhhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhhkhkhkhhkkkk

A._platys 16S_A TGTTAGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAGTGATCTA 250
A.platys_sangre TGTTAGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAGTGATCTA 190

*k hkhkkkhkhhkhkhkhkhhkhkhhhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhkdhkhkkhhhkkhkkkkkkkkk

A._platys 16S_A TAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCA 300
A.platys_sangre = TAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCA 240

I R S R O R R I R I O R R B R A R R R A R R B R R O

A._platys 16S_A GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCC 350
A.platys_ sangre = GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCC 290

khkhkkkkhhkkkhhhhkkhhhhkhhhhkhhhkkkhhhhkhhhhkhdhhhkkhdhhkkkhdhkkk*k

A._platys 16S_A TGATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAACTC 400
A.platys_sangre = TGATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAACTC 340

khkhkkkkhkhhkhkkhkkhhhkkhkkhhhkkhhhkkhkhhkkkhhhkkhhhkkkhhkkkhhkkkhkhk*k*k*

A._platys 16S_A TTTCAGTGGGGAAGATAATGACGGTACCCACAGAAGAAGTCCCGGCAAAC 450
A.platys_sangre TTTCAGTGGGGAAGATAATGACGGTACCCACAGAAGAAGTCCCGGCAAAC 390

*kkkkkkkkhkhkhkhkhkhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhkhkkhkkhkhkkkkkhkkhk*h*k

A._platys 16S_A TCCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGAA 500
A.platys_sangre TCC—GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGAA 439

* % % *k hk khkkkkhkkhkkkhkhkhkhkkhhkhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhhkkkkk*k*k*k*k

A._platys 16S_ A TTATTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCGGTTCGGTAAGTTAAAGGTGAAAT 550
A.platys_sangre TTATTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCGGTTCGGTAAGTTAAAGGTGAAAT 489

*hkkkhkhkkhkkhkkhkhhkkkhkkhhhkhkhhhkhkhkhhkhkkhhhkhkkhhhkhkkhkhhkhkkhkhhkhkhkhk*hkh*k

A._platys 16S_A GCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCTTTTAATACTGCCAGACTCGAGTCCG 600
A.platys_sangre GCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCTTTTAATACTGCCAGACTCGAGTCCG 539

k hkhk ok ok ok ok ok ok khkkhkhkhhhkhkhkhhkhkhkhhhkkhhhkhkhkkhhkhkhhhkhkhhhkkhhkkkk

A._platys 16S_A GGAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAG 650
A.platys_sangre GGAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAG 589

*k hkhk ok khkhkkhkhkhhhkhkhdhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhhkhdhkhkhkdhkhkhkdhdhkhkkhdhhk Kk kh

Figura 2. Alineamiento de la secuencia de una muestra de Anaplasma platys obtenida de un perro
de Costa Rica (secuencia_A. platys_sangre) y una secuencia parcial del gen 16S ARNr de A. platys
depositado en el Genbank (A._platys_16S_ARNTr) utilizando el programa ClustalW2.
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Descripcion de las muestras positivas
en la PCR para A. platys.

Se detecté muestras caninas positivas a A.
platys, en PCR, en todas las provincias analiza-
das: Alajuela (5), San José (6), Heredia (4), Gua-
nacaste (2), Cartago (1). De una muestra no se
obtuvo la ubicacion geografica. Las caracteristi-
cas de los perros, en los cuales se detectd la pre-
sencia de A. platys, se muestra en el Cuadro 2.

DISCUSION

En el estudio se reporta el diagndstico de
A. platys en sangre de perros de Costa Rica,
utilizando un PCR anidado. La secuenciacién y
comparacion de homologia de la cepa costarri-
cense, con una cepa depositada en GenBank,
confirma el hallazgo de la presencia del agente
en el pais.

El porcentaje de perros diagnosticados
como positivos a A. platys, en este estudio
(6,3%) concuerda con estudios reportados
previamente en Venezuela (6%) e ltalia (4%)
(Huang et al., 2005; De la Fuente et al., 2006).
Las muestras de sangre analizadas, de perros
positivos a A. platys, provenian de clinicas ve-
terinarias de todas las provincias: (Alajuela, San
José, Heredia, Guanacaste y Cartago), indican-
do una distribuciéon amplia del agente en el pais,

lo que concuerda, parcialmente, con el estudio
realizado por Abrego (2008), en el cual logré
detectar A. platys en garrapatas Rhipicephalus
sanguineus provenientes de perros de Alajue-
la y Heredia. Es posible que el porcentaje de
muestras positivas, obtenidas en el estudio, re-
presente una sobre-estimacion de la prevalen-
cia real de infeccion por este agente, dado que
no se traté de un muestreo probabilistico. Sin
embargo, se logro el objetivo inicial, establecer
la presencia de A. platys en perros del pais; lo
cual justifica realizar futuras investigaciones so-
bre la prevalencia y distribucion del agente en
Costa Rica.

La razén por la que el PCR de Anaplasma-
taceae detectd una gran cantidad de muestras
como positivas, que a su vez fueron negativas
en el PCR de A. platys, se debe, posiblemente,
a que la primera técnica permite detectar otras
once especies de la familia, ademas de A. pla-
tys (Inokuma et al., 2000). En algunas de las
muestras positivas se habia diagnosticado, pre-
viamente, la presencia de E. canis (Romero et
al., 2011); sin embargo, los resultados positivos
obtenidos también indican la presencia de otros
agentes de la familia Anaplasmataceae en estos
animales, ademas de A. platys, E. canis, E. cha-
ffeensis y E. ewingii (Allsopp and Allsopp, 2001;
Inokuma et al., 2005; Lester et al., 2005).

Cuadro 2. Caracteristicas de caninos positivos a Anaplasma platys en Costa Rica.

Variable Categoria n Muestras Positivas| Porcentaje (%)
Raza Pelo largo 64 3,1
Pelo mediano 37 10,8
Pelo corto 40 2,5
Sin datos 159 12 7,5
Edad 0-12 meses 22 2 9,1
13-24 meses 19 5,3
>24 meses 125 6 4,8
Sin datos 134 10 7,5
Sexo Macho 116 52
Hembra 93 7,5
Sin datos 91 6,6
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La razén por la que se utilizé dos técnicas
moleculares en el 100% de las muestras de este
estudio, se debid a que se buscaba incrementar
la sensibilidad mediante un procesamiento en
paralelo. Los resultados obtenidos, sin embargo,
mostraron una sensibilidad analitica disminuida
del PCR de Anaplasmataceae para detectar A.
platys; lo cual previamente habia sido reportado
por Martin et al. (2005). Por consiguiente, para
el diagnostico molecular de A. platys, se reco-
mienda utilizar el PCR anidado.

CONCLUSIONES

El agente infeccioso A. platys esta presen-
te en perros de Costa Rica. Por tanto, debe ser
tomado en cuenta por los médicos veterinarios
practicantes en pequefias especies en el diag-
nostico diferencial de enfermedades que afec-
tan el sistema hematopoyético. Es recomenda-
ble realizar el diagndstico molecular de A. platys
mediante el PCR anidado.

RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con el estudio de
A. platys y de ICCT, para establecer prevalencia,
distribucion y factores de riesgo de infeccion y
de enfermedad por este agente en perros. Ade-
mas, determinar la posible presencia de otras
especies de la familia Anaplasmataceae (p. €j.
A. phagocytophilum) en Costa Rica.
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