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Resumen General

En el primer estudio se analizaron 165 garrapatas provenientes de 165 perros que
asistieron a diferentes clinicas veterinarias de Costa Rica. Se identificaron 160
Rhipicephalus sanguineus, 4 Amblyomma ovale y 1 Ixodes boliviensis. Ehrlichia canisy
Anaplasma platys fueron detectados por PCR en 43 (26.06%) y 5 (3.03%) garrapatas R.
sanguineus respectivamente, siendo éste el primer reporte de la presencia de estos agentes
en garrapatas de Costa Rica. Dos garrapatas presentaron infecciones mixtas con E. canis y
A. platys. Una garrapata positiva para cada uno de estos agentes fue secuenciada,
encontrando una similitud de 99% para E. canis y de 98% para A. platys. No se detectd la
presencia de Ehrlichia chaffeensis y Ehrlichia ewingii en ninguna de las garrapatas
analizadas. EIl andlisis de regresion logistica no reveld asociacion con el sexo de la
garrapata, la cantidad de garrapatas, la época de colecta, la raza y la edad del perro del cual

se recolectaron las garrapatas con la presencia de E. canis y A. platys.

En el segundo estudio se analizaron 300 muestras sanguineas provenientes de perros
sospechosos de ehrlichiosis o trombocitopenia infecciosa ciclica atendidos en clinicas
veterinarias mediante PCR. Un total de 19 (6.33%) muestras resultaron positivas a A.
platys. Este hallazgo representa el primer reporte de la deteccidn de A. platys en caninos en
diferentes areas geogréaficas (San José, Heredia, Alajuela, Cartago y Guanacaste) de Costa
Rica. En 7 muestras caninas se encontré ademas infeccién mixta (A. platys y E. canis).
Una muestra sanguinea positiva a A. platys fue secuenciada mostrando una similitud del
100%. No se determind efecto significativo de las variables cualitativas (raza, sexo y edad

del perro, ubicacién de la clinica veterinaria y época de colecta de la muestra) y



cuantitativas resultado del hemograma (hematocrito, hemoglobina, leucocitos, linfocitos y

numero de segmentados) sobre la presencia de A. platys.
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Introduccion General:

Las garrapatas son ectoparasitos hematdfagos obligados de vertebrados durante
todos los estadios de su ciclo vital y se ubican dentro de la clase Aracnida, subclase Acari,
suborden Ixodida, orden parasitiforme. Dentro de éste se encuentran los Ixodidae
(garrapatas duras), que es la familia mas importante en términos numericos (13 géneros y
694 especies) y en importancia médica, debido al papel que juegan en la transmision de
agentes patdgenos. Las especies de garrapatas de perros de importancia médica y
veterinaria se encuentran principalmente dentro de los géneros Amblyomma spp.,
Dermacentor spp., Ixodes spp. y Rhipicephalus spp. (Black IV y Piesman, 1994; Parola y

Raoult, 2001; Wall y Shearer, 2001; Sonenshine et al., 2002).

Entre los agentes patdgenos transmitidos por garrapatas se encuentran las bacterias
intracelulares de la familia Anaplasmataceae. Esta familia actualmente consiste de los
géneros Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia, Aegyptianella, Wolbachia y ‘Candidatus
Neoehrlichia mikurensis’ (Dumler et al., 2001; Kawahara et al., 2004). Todos los
miembros de esta familia son bacterias pleomorficas, gram negativas, intracelulares
obligadas; pertenecientes al subgrupo a-Proteobacteria y se replican dentro de una vacuola
derivada de la membrana de la célula eucariota del hospedero, vertebrado o invertebrado
(Rikihisa, 1991; Chen et al., 1994; Dumler et al., 2001; Harrus et al., 2004; Songer y Post,

2005; Rar et al., 2005; Naitou et al., 2006).

Los géneros Ehrlichia y Anaplasma infectan principalmente células
hematopoyéticas, causando ehrlichiosis y anaplasmosis en humanos, perros, ganado,

caballos y otros animales silvestres (Rikihisa, 1991; Chen et al., 1994; Dumler, 2005).
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Infecciones emergentes se han reportado en humanos con Anaplasma phagocytophilum,
Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii y Ehrlichia canis. Este Gltimo ha sido reportado en
un caso aislado en Venezuela. En perros han sido reportados E. canis, E. ewingii, E.
chaffeensis, Anaplasma platys y A. phagocytophilum (Pérez et al., 1996, Branger et al.,

2004; Sarih et al., 2005; Dumler, 2005; Oteo and Brouqui, 2005; Kawahara et al., 2006).

E. canis es el agente causal de la ehrlichiosis monocitica canina (EMC) y fue
descrito por primera vez en perros en Argelia en 1935 (Donatien y Lestoquard, 1935).
También se ha reportado en perros del este de Africa (Kaminjolo et al., 1976; Brouqui et
al., 1991), Egipto (Botros et al., 1995), Israel (Keysary et al., 1996), Venezuela (Unver et
al., 2001), Espafia (Aguirre et al., 2004), Camerun (Ndip et al., 2005), Zimbawe (Kelly et
al., 2004) y Brasil (Moreira et al., 2003, Dagnone et al., 2003, Macieira et al., 2005, Aguiar
et al., 2007; Labruna et al., 2007) y en Costa Rica (Meneses, 1995; Rimolo, 2006). En
humanos, ademas del reporte de Venezuela (Pérez et al., 1996), existe evidencia seroldgica
en Argentina (Ripoli et al., 1999) vy Brasil (Calic et al., 2004). E. canis es transmitido
principalmente por Rhipicephalus sanguineus (Groves et al., 1975), pero se ha logrado
también transmision experimental con Dermacentor variabilis (Johnson et al., 1998). La
transmision de este agente en la garrapata R. sanguineus ocurre transestadialmente (Smith
et al., 1976). E. canis se ha detectado en R. sanguineus colectada de perros en Estados
Unidos (Murphy et al., 1998), Venezuela (Unver et al., 2001), Brasil (Aguiar et al., 2007) y
Camerdn (Ndip et al., 2007). La EMC se manifiesta con sintomas como fiebre, depresion,
anorexia y pérdida de peso en la fase aguda, encontrando en el laboratorio trombocitopenia,
leucopenia, ligera anemia e hipergamaglobulinemia. La fase cronica se caracteriza por

hemorragia, epistaxis y edema (Huxsoll et al., 1969; Ristic et al., 1972; Simpson, 1974;
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Rikihisa, 1991; Igbal et al., 1994; Harrus et al., 1997; Harrus et al., 1999; Harrus et al.,

2004; Songer y Post, 2005).

E. chaffeensis fue diagnosticado por primera vez en humanos en Estados Unidos en
1987 (Maeda et al., 1987). Sin embargo, no fue hasta 1991 que fue reconocido como la
causa de ehrlichiosis monocitica humana y llamada E. chaffeensis (Dawson et al., 1991,
Anderson et al., 1991; Anderson et al., 1992). La mayoria de los casos de ehrlichiosis
monocitica humana se han reportado en Estados Unidos (Eng et al., 1990; Fishbein et al.,
1994; McQuiston et al., 1999). Pacientes con anticuerpos contra E. chaffeensis han sido
reportados ademas en Portugal (Morais et al., 1991), Mali (Uhaa et al., 1992), Tailandia
(Heppner et al., 1997), Italia (Nuti et al., 1998; Santino et al., 1998), Argentina (Ripoli et
al., 1999), Israel (Keysary et al., 1999), México (Gongora-Biachi et al., 1999), Rusia
(Ravyn et al., 1999), China (Cao et al., 2000), Japon (Shibata et al., 2000) y Korea (Sachar,
2000). Estos hallazgos serologicos se deben de interpretar con cuidado, ya que se ha
demostrado que ocurren reacciones cruzadas con otras especies del género Ehrlichia
(Paddock y Childs, 2003). Se cree que el venado cola blanca (Odocoileus virginianus) es el
reservorio natural de E. chaffeensis (Lockhart et al., 1997), pero muchas especies de
vertebrados pueden servir como reservorios, entre ellos el perro (Paddock y Childs, 2003).
Amblyomma americanum ha sido reportado como el principal vector de E. chaffeensis y su
presencia esta restringida a Norte América (Anderson et al., 1993; ljdo et al., 2000). Se ha
confirmado que hay transmisién transestadial de E. chaffeensis en A. americanum (Ewing
et al., 1995); sin embargo, no se ha demostrado que exista transmision transovarica (Walker
et al., 2004). También se ha encontrado en R. sanguineus (Ndip et al. 2007), D. variabilis

(McQuiston et al., 1999), Ixodes pacificus (Kramer et al., 1999), I. ricinus (Alekseev et al.,
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2001), I. ovatus (Shibata et al., 2000), Amblyomma testudinarium y Haemaphysalis yeni
(Cao et al., 2000; Lee et al., 2005). En China se realizd un estudio con garrapatas H.
longicornis colectadas de perros, en las que se reportd la presencia de E. chaffeensis
mediante PCR y secuenciacion (Lee et. al., 2005). El papel de estas otras garrapatas como
vectores naturales de E. chaffeensis no ha sido establecido ain de forma definitiva
(Paddock y Childs, 2003). E. chaffeensis produce ehrlichiosis monocitica en humanos, la
cual es una enfermedad aguda caracterizada por manifestaciones clinicas no especificas,
presentando principalmente fiebre, dolor de cabeza, escalofrio, anorexia, vomitos y en
algunos casos leucopenia, trombocitopenia y un elevado nivel de aminotransferasa hepética
(Paddock y Childs, 2003; Walker et al., 2004). En perros naturalmente infectados no se
han podido determinar signos clinicos significantes; sin embargo, un reporte de tres perros
naturalmente infectados con E. chaffeensis documento6 serios signos incluyendo vomitos,
epistaxis, linfadenomegalia y uveitis (Breitschwerdt et al., 1998, Harrus et al., 2004,

Walker et al., 2004; Songer y Post, 2005).

E. ewingii es el agente etiologico de la ehrlichiosis granulocitica canina (EGC) y
fue descubierta en perros en el afio de 1971 en Estados Unidos. No fue hasta 1985, se le
consider6 como una especie distinta, ya que inicialmente se pensd que era una cepa menos
virulenta de E. canis (Ewing et al., 1971; Stockham et al., 1985). La ehrlichiosis
granulocitica canina ha sido reportada en Estados Unidos (Stockham et al., 1992; Rikihisa
et al., 1994; Greig et al., 1996; Murphy et al., 1998; Breitschwerdt et al., 1998; Liddell et
al., 2003) y recientemente en Camertn (Ndip et al., 2005). Infecciones naturales han sido
confirmadas en ciervos (Odocoileus virginianus), los cuales pueden ser importantes

reservorios de este agente (Yabsley et al., 2002). En 1999, E. ewingii fue reportado por
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primera vez en cuatro pacientes causando ehrlichiosis en humanos en Estados Unidos
(Buller et al., 1999). Este agente ha sido identificado en varias garrapatas colectadas de
perros, incluyendo R. sanguineus, A. americanum y D. variabilis (Murphy et al., 1998;
Ndip et al., 2007). De estas especies de garrapatas, solo A. americanum ha sido confirmada
como vector de E. ewingii (Anziani et al., 1990; Wolf et al., 2000). Los perros infectados
con este agente presentan principalmente fiebre y trombocitopenia, pero también pueden
mostrar ataxia y paresis. La fase cronica ha sido asociada ademas con poliartritis (Ewing et
al., 1971; Stockham et al., 1992; Liddell et al., 2003; Harrus et al., 2004; Songer y Post,
2005). En el primer caso de este agente en humanos se reportd fiebre, dolor de cabeza,

trombocitopenia y leucopenia (Buller et al., 1999).

A. platys, causante de la trombocitopenia ciclica canina (CICT) fue reportado en
perros por primera vez en 1978 en Estados Unidos (Harvey et al., 1978). También ha sido
detectado en perros de Grecia (Kontos et al., 1991), China (Chang y Pan, 1996), Japén
(Inokuma et al., 2001; Motoi et al., 2001; Unver et al., 2003), Tailandia (Suksawat et al.,
2001), Australia (Brown et al., 2001; Martin et al., 2005), Espafia (Sainz et al., 1999;
Solano-Gallego et al., 2006), Francia (Beaufils et al., 2002), Italia (de la Fuente et al.,
2006) y Venezuela (Arraga-Alvarado et al.,, 2003; Huang et al., 2005). A. platys,
anteriormente reconocido como miembro del género Ehrlichia (E. platys), pasé a formar
parte del género Anaplasma a partir del 2001 (Dumler et al., 2001). Se asume que A. platys
es transmitido por R. sanguineus, aunque estudios experimentales para probar este modo de
infeccion han fallado (Simpson et al., 1991). La deteccion de A. platys en R. sanguineus de

perro en Japdn muestra evidencia adicional (Inokuma et al., 2000; Motoi et al., 2001).
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La CICT causada por A. platys no es considerada como una infeccién grave para
perros. Al parecer infecta solamente plaquetas y la fase aguda de la infeccidn se caracteriza
por trombocitopenia ciclica ocurriendo rara vez hemorragia. Sin embargo, trabajos
realizados en Estados Unidos (Wilson, 1992) y en Venezuela (Arraga-Alvarado et al.,
2003) han reportado signos clinicos de mayor severidad, similares a aquellos asociados a
infecciones con E. canis: disfuncion de plaquetas, anemia, leucopenia, hipoalbuminemia e

hipergamaglobulinemia.

Para la deteccidn de agentes patdgenos en garrapatas se realizan diferentes técnicas.
Una técnica es la observacion de la hemolinfa, que consiste en colocar la hemolinfa de la
garrapata en un portaobjeto, realizar la tincion con Giemsa o Giménez y observar al
microscopio con aceite de inmersion. Esta técnica se utiliza desde hace varios afios para la
busqueda de agentes Rickettsiales, mostrando las siguientes ventajas: técnica sencilla,
barata, rapida y de facil aplicacion en campo para la clasificacion preliminar de agentes
Rickettsiales en garrapatas. Sin embargo, no es Util para determinar la especie presente,
para ésto se utilizan pruebas inmunoenzimaticas (ELISA), inmunofluorescentes (IF)
(Burgdorfer, 1970; Parola y Raoult, 2001) o pruebas moleculares como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) (Robertson et al., 1973; Higgins y Azad, 1995). En un
estudio realizado en Croacia se compararon varios métodos para determinar la presencia de
agentes Rickettsiales en garrapatas, determinando el método de inmunoensayo enzimatico
de captura de antigeno y el PCR como técnicas mas sensibles que la observacion de la
hemolinfa, que arrojé un gran nimero de falsos negativos (Radulovic et al., 1994). La
técnica molecular PCR tiene la ventaja de ser reproducible entre laboratorios, en

comparacion con otros métodos, que dependen de la habilidad y experiencia del observador
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(hemolinfa) y la obtencién de anticuerpos monoclonales (ELISA, IF). Mediante PCR se
puede diferenciar entre especies, utilizando la secuencia de cebadores especificos y ademas
permite la caracterizacién de microorganismos que no pueden ser cultivados (Higgins y
Azad, 1995). En un estudio de ehrlichiosis realizado en Estados Unidos se encontré que
una muestra considerada positiva a E. canis por inmunofluorescencia directa era en realidad

E. chaffeensis al analizarla mediante PCR (Anderson et al., 1992).

Rhipicephalus sanguineus es la garrapata mas comun y la que se ha encontrado con
mayor frecuencia infestando al perro en Costa Rica, también se han encontrado
esporadicamente: A. cajennense, A. maculatum, A. ovale, A. pecarium, I. boliviensis y
Boophilus microplus (Alvarez et al., 2005). En R. sanguineus se han detectado mediante
PCR E. canis, E. ewingii, E. chaffeensis y A. platys (Murphy et al., 1998; Inokuma et al.,

2000; Ndip et al., 2007).

En Costa Rica se han realizado Unicamente dos trabajos en garrapatas, en uno se
detectd Rickettsia rickettsii en garrapatas de conejos (Haemaphysalis leporispalustris)
(Fuentes et al., 1985) y en el otro, Anaplasma marginale en garrapatas de bovinos
(Boophilus microplus) (Hermans et al., 1994). Hasta la fecha no se han realizado estudios
de agentes patdgenos en garrapatas de perros, como animal frecuentemente mas cercano al

hombre.
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ARTICULO |
Deteccion de Ehrlichia spp. y Anaplasma platys en garrapatas colectadas

de perros en Costa Rica

Resumen.

Se analizaron 165 garrapatas provenientes de 165 perros que asistieron a diferentes
clinicas veterinarias de Costa Rica. La identificacion de las garrapatas, segin especie,
determind 160 Rhipicephalus sanguineus, 4 Amblyomma ovale y 1 Ixodes boliviensis.
Ehrlichia canis y Anaplasma platys fueron detectados por PCR en 43 (26.06%) y 5
(3.03%) garrapatas R. sanguineus respectivamente, siendo éste el primer reporte de la
presencia de estos agentes infecciosos en garrapatas de Costa Rica. Dos garrapatas
presentaron infecciones mixtas con E. canis y A. platys. Una muestra positiva para cada
uno de estos agentes fue secuenciada, encontrando una similitud de 99% para E. canis y de
98% para A. platys. No se detecto la presencia de E. chaffeensis y E. ewingii en ninguna de
las garrapatas analizadas. El andlisis de regresion logistica no reveld asociacion con el sexo
de la garrapata, la cantidad de garrapatas, la época de colecta, la raza y la edad del perro del

cual se recolectaron las garrapatas con la presencia de E. canis y A. platys.

Palabras claves: Anaplasmataceae, R. sanguineus, E. canis, E. ewingii, E. chaffeensis, A.
platys, Costa Rica.



Abstract.

A total of 165 ticks were collected from 165 dogs attended in different veterinary clinics of
Costa Rica. The identification of the species of ticks determined: 160 Rhipicephalus
sanguineus, 4 Amblyomma ovale and 1 Ixodes boliviensis. Ehrlichia canis and Anaplasma
platys were detected by PCR in 43 (26.6%) and 5 (3.03%) R. sanguineus, respectively,
being this the first report of these infectious agents in ticks of Costa Rica. Two ticks
presented mixed infection with E. canis and A. platys. A positive sample of E. canis and A.
platys was sequenced determining a similarity of 99% and 98%, respectively. E.
chaffeensis and E. ewingii were not detected in this study. A logistic regression analysis
determined no association of gender and amount of ticks, time of collection of ticks, breed
race and age of dogs and the presence of E. canis and A. platys.

Keywords: Anaplasmataceae, R. sanguineus E. canis, E. ewingii, E. chaffeensis, A. platys,
Costa Rica.



1. Introduccion

La famila Anaplasmataceae incluye agentes infecciosos transmitidos por garrapatas,
que ocasionan enfermedades fatales en humanos, perros y otros animales domésticos,
considerandose en la actualidad como un problema emergente (Dumler, 2005; Oteo y

Brouqui; 2005, Sarih et al., 2005).

Esta familia consiste de los géneros Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia,
Aegyptianella, Wolbachia y ‘Candidatus Neoehrlichia mikurensis’ (Dumler et al., 2001;
Kawahara et al., 2004). Todos los miembros de esta familia son bacterias pleomérficas,
gram negativas, intracelulares obligadas, pertenecientes al subgrupo a-Proteobacteria y se
replican dentro de una vacuola derivada de la membrana de la célula eucariota del
hospedero, vertebrado o invertebrado (Rikihisa, 1991; Chen et al., 1994; Dumler et al.,

2001; Harrus et al., 2004; Songer y Post, 2005; Rar et al., 2005; Naitou et al., 2006).

Las garrapatas son los principales vectores en la transmision de las bacterias
intracelulares pertenecientes a la familia Anaplasmataceae. En perros se ha demostrado la
presencia de cinco especies miembros de esta familia (Ehrlichia canis, E. ewingii, Ehrlic
chaffeensis, Anaplasma platys y A. phagocytophilum), de las cuales cuatro se han detectado
afectando también a humanos (E. chaffeensis, A. phagocytophilum, E. ewingii y E. canis)

(Sarih et al, 2005; Rar et al., 2005).

E. canis se ha detectado en Rhipicephalus sanguineus colectada de perros en
Estados Unidos (Murphy et al., 1998), Venezuela (Unver et al., 2001) y Brasil (Aguiar et

al., 2007). Amblyomma americanum ha sido reportada como el principal vector de E.



chaffeensis (Anderson et al., 1993; ljdo et al., 2000). También se ha encontrado en
Dermacentor variabilis (McQuiston et al., 1999), Ixodes pacificus (Kramer et al., 1999), I.
ricinus (Alekseev et al., 2001), I. ovatus (Shibata et al., 2000), A. testudinarium, A.
maculatum (Kocan et al., 2000), Haemaphysalis yeni y H. longicornis (Cao et al., 2000;
Lee et al., 2005). E. ewingii ha sido identificado en varias garrapatas colectadas de perros,
incluyendo R. sanguineus, A. americanum y D. variabilis (Murphy et al., 1998). De estas
especies de garrapatas, solo A. americanum ha sido confirmada como vector de E. ewingii
(Anziani et al., 1990; Wolf et al., 2000). A. platys ha sido detectado en R. sanguineus en
Japén (Inokuma et al., 2000; Motoi et al., 2001) y en H. longicornis y 1. persulcatus en

Korea (Kim et al., 2006)

La ubicacion de Costa Rica como pais neotropical, brinda las condiciones ideales
para el establecimiento y desarrollo de una gran variedad de garrapatas, siendo el perro uno
de los animales afectados por estos ectoparasitos. R. sanguineus es la garrapata mas comdn
y la que se ha encontrado con mayor frecuencia infestando al perro en Costa Rica, también
se han encontrado esporadicamente: A. cajennense, A. maculatum, A. ovale, A. pecarium, |.
boliviensis y Boophilus microplus (Alvarez et al., 2005). En R. sanguineus se han
detectado mediante PCR E. canis, E. ewingii y E. chaffeensis (Murphy et al., 1998;

Inokuma et al., 2000; Ndip et al, 2007).

En Costa Rica se han realizado Unicamente dos trabajos en garrapatas, en uno se
detectd Rickettsia rickettsii en garrapatas de conejos (Haemaphysalis leporispalustris)
(Fuentes et al., 1985) y en el otro, Anaplasma marginale en garrapatas de bovinos

(Boophilus microplus) (Hermans et al., 1994). Hasta la fecha no se han realizado estudios



de agentes patogenos en garrapatas de perros, que es frecuentemente el animal més cercano

al hombre.

Dado el potencial zoonotico de estos agentes, se hace necesaria la deteccion de éstos
en garrapatas de perros. Esto permitird determinar las principales especies de garrapatas
que podrian estar actuando como vectores de los miembros de esta familia.

El objetivo del presente estudio fue detectar, mediante la técnica de PCR, Ehrlichia
spp. Y A. platys en garrapatas de perros en Costa Rica. Asimismo analizar el efecto de las
variables de las garrapatas, huésped, época y ubicacion geografica sobre la presencia de

Ehrlichia spp. y A. platys en garrapatas.

2.  Metodologia

2.1. Tipo de estudio

Se realizd un estudio observacional, con el fin de recolectar garrapatas de perros
atendidos en clinicas veterinarias y detectar en estas garrapatas la presencia de Ehrlichia
spp. Yy Anaplasma platys. La muestra fue seleccionada por conveniencia, de todos aquellos
perros con garrapatas, atendidos en diferentes clinicas veterinarias del pais, durante el

periodo comprendido entre octubre del 2006 a julio del 2007.

2.2. Colecta e identificacion de garrapatas

Se recolectaron las garrapatas observables en cada perro, las cuales se depositaron
en un envase plastico con tapa, correspondiendo una muestra a cada perro, sin importar la
cantidad de garrapatas recolectadas. Una ficha clinica con informacion del perro parasitado
por las garrapatas se obtuvo en cada caso. Los datos tomados de cada perro por envase

fueron: nombre del propietario, teléfono, direccion, edad del animal, raza, sexo, cantidad de



garrapatas presentes (en rango de pocas: 1-10, muchas: >10), tratamiento preventivo en el
animal contra garrapatas (Anexo 1). Los envases fueron remitidos al Laboratorio de
Entomologia y Parasitologia donde se preservaron en alcohol al 70% hasta su identificacion
y analisis. La identificacion de las garrapatas se realiz6 con ayuda de un estereoscopio y
mediante la utilizacion de claves para determinar las especies (Fairchild et al., 1966; Jones

etal., 1972; Acha, 1979).

2.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

2.3.1. Extraccion de ADN

Para este estudio se utilizaron garrapatas completas en estadio adulto y ninfas. En el
caso de garrapatas adultas se analizd una garrapata por perro, mientras que en el caso de
ninfas se analizaron grupos de cinco. La extraccion del ADN de las garrapatas se realizd
utilizando el kit comercial “QlAamp DNA Blood Mini Kit de Qiagen” (Cat. No. 51104)

siguiendo el protocolo propuesto por la casa comercial.

2.3.2. PCR para Anaplasmataceae

A las extracciones de ADN se les realizd6 un primer PCR usando un par de
cebadores (EHR16SD y EHR16SR) (Cuadro 1), que amplifican un fragmento de 345 pb del
gen 16S ARNr de varias especies de la familia Anaplasmatacea que incluyen: E. canis, E.
chaffeensis, E. muris, E. ruminantium, A. phagocytophilum, A. platys, A. marginale, A.
centrale, Neorickettsia sennetsu, N. risticii, y N. helminthoeca (Inokuma et al., 2000). Para
esta amplificacién la mezcla de reaccion contenia 12.5 pl de Master Mix (Fermentas), 12.5
pmol de cada cebador, 7.5 ul de ADN, la reaccion se completd con agua molecular

(Fermentas) para un volumen final de 25 pl. Se utilizaron las siguientes condiciones: 5



min. de desnaturalizacion inicial a 95°C, 34 ciclos repetidos de desnaturalizacion (95°C por
30 seg.), alineamiento (55°C por 30 seg.) y extension (72°C por 90 seg.) y 5 min. de
extension final a 72°C. Como control positivo se utilizé un plasmido construido con una
secuencia especifica para E. canis, donado por el Dr. R. Ganta, de la Universidad de Kansas
y agua como control negativo.

La electroforesis de los productos obtenidos en el PCR se realizd en geles de
agarosa al 1.4% preparados en amortiguador TBE al 0.5%, tefiidos con bromuro de etidio y
corridos en una camara de electroforesis a 100 voltios durante 30 min. Las muestras que

mostraron un tamafio de 345 pb se consideraron positivas.

2.3.3. PCR para Ehrlichia spp.

A todas las extracciones de ADN de garrapatas se les realiz6 ademéas un PCR
anidado. En el primer PCR se utilizaron los cebadores ECC y ECB (Cuadro 1), los cuales
amplifican todas las especies de Ehrlichia (Kocan et al., 2000). La mezcla de reaccion
contenia 12.5 pl de Master Mix (Fermentas), 5 ul ADN, 0.5 uM de cada cebador y ésta se
llevé a un volumen final de 25 pl, utilizando agua grado molecular (Fermentas). Se
utilizaron las siguientes condiciones: 4 min. de desnaturalizacién inicial a 94°C, 40 ciclos
repetidos de desnaturalizacion (94°C por 1 min.), alineamiento (65°C por 1 min.) y
extension (72°C por 1 min.) y una temperatura final de extension de 72°C por 5 min.
Como control positivo para E. canis, E. chaffensis y E. ewingii se utilizaron plasmidos
ideados con secuencias especificas para cada uno de estos agentes donados por el Dr. R.

Ganta, de la Universidad de Kansas y agua molecular como control negativo.

En el segundo PCR se utilizaron cebadores especificos por especie para detectar E.
chaffeensis, E. canis y E. ewingii, utilizando como molde 1 pl del producto del PCR
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anterior. Los cebadores se detallan en el Cuadro 1. EIl cebador HE3 es el reverso y fue
utilizado para todas las especies de Ehrlichia en este estudio. La mezcla de reaccion
contenia 12.5 pl de Master Mix (Fermentas), 1 pl producto de la reaccion anterior, 12.5
pmol de cada cebador y ésta se llevd a un volumen final de 25 pl, utilizando agua
molecular. Se utilizaron las mismas condiciones de temperaturas descritas para el PCR del

género Ehrlichia.

La electroforesis de los productos obtenidos en este PCR se realizd en geles de
agarosa al 1.4% preparados en amortiguador TBE al 0.5%, tefiidos con bromuro de etidio y
corridos en una camara de electroforesis a 100 voltios durante 30 min. Las muestras que
mostraron bandas con tamafio de 389 pb fueron consideradas como positivas a E. canis,
aquellas que mostraron un tamarfio de 390 pb fueron consideradas positivas a E. chaffeensis

y las que mostraron un tamafio de 392 pb fueron consideradas como positivas a E. ewingii.

2.3.4. PCR para Anaplasma platys

Finalmente se realiz6 también otro PCR anidado, empleando en el primer paso los
cebadores: 8F y 1448R (Cuadro 1) (Martin et al., 2005), los cuales amplifican parte del gen
16S ARNr. El primer PCR consistio de 40 ciclos con una temperatura de desnaturalizacion
de 94°C por 1 min., alineamiento de 45°C por 1 min. y extension de 72°C por 1 min. y 40
seg. La mezcla de reaccion se preparé utilizando 5 pl de ADN, 12.5 pmol de cada cebador,
12.5 pl de Master Mix (Fermentas) y el resto se complet6 con agua molecular (Fermentas)
para llegar a un volumen final de 25 pl. En el segundo PCR se utilizaron los cebadores:
EHR16SR y PLATYS (Cuadro 1) (Martin et al., 2005), cuyo producto esperado fue de 678

pb. La mezcla de reaccion contenia 1 pl del producto anterior, 12.5 ul de Master Mix



(Fermentas), 12.5 pmol de cada cebador y el resto se complet6 con agua molecular
(Fermentas) hasta llegar a un volumen final de 25 pl. Las condiciones para este PCR
tuvieron una temperatura de desnaturalizacion inicial de 94°C por 1 min., 40 ciclos de
desnaturalizacion de 94°C por 30 seg., alineamiento de 55°C por 30 seg. y extension de
72°C por 30 seg. con una extension final de 72°C por 5 min. Como control positivo se
utiliz6 ADN de una muestra de sangre de perro positiva a A. platys, mediante la
observacion de morulas en plaquetas, la cual fue confirmada por secuenciacion. Como

control negativo se us6 agua molecular (Fermentas).

Cuadro 1. Cebadores utilizados en los PCR realizados en el presente estudio

Nombre | Secuencia Especificidad pb
EHR16SD 5°-GGTACCYACAGAAGAAGTCC-3’

EHR16SR 5°-TAGCACTCATCGTTTACAGC-3’ Anaplasmataceae 345
ECC 5-AGAACGAACGCTGGCGGCAAGC-3’

ECB 5-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA-3’ Ehrlichia spp. 478
HE3 5' TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3'

ECAN5 5'-CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA-3' E. canis 389
HE1 5'-CAATTGCTTATAACCTTTTGGTTATAAAT-3' E. chaffeensis 390
EE5 5'-CAATTCCTAAATAGTCTCTGACTATTTAG-3' E. ewingii 392
8F 5-AGTTTGATCATGGCTCAG-3’ A, platys y

1448R 5’-CCATGGCGTGACGGGCAGTGTG-3’ Secuenciacién A. 678
PLATYS | 5-GATTTTTGTCGTAGCTTGCTATG-3’ platys

Dsb-330 |5-GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT-3’ Secuenciacién 209

Dsb-728 | 5°-CTG CTC GTC TAT TTT ACT TCT TAA AGT-3"  Ehrlichia spp.

La electroforesis de los productos obtenidos en el segundo PCR se realiz6 en geles
de agarosa al 1.4% preparado en amortiguador TBE al 0.5%, tefiidos con bromuro de etidio
y corridos en una camara de electroforesis a 100 voltios durante 30 min. Las muestras que

mostraron banda con tamafio de 678 pb fueron consideradas positivas a A. platys.



2.4. Secuenciacion

Para este fin se escogieron dos muestras de garrapatas, una muestra positiva a E.
canis y otra a A. platys. A la muestra positiva a E. canis, se le realiz6 otro PCR utizando
los cebadores Dsb-330 y Dsbh-728 (Cuadrol) siguiendo las condiciones descritas por
Labruna et al., 2007, este PCR amplifica un fragmento de 409 pb del gen dsb (gen
formacion de puentes de Thio-disulfuro oxireductasa). El producto de este PCR fue
purificado usando columnas de purificacion Centricon (Amicon), siguiendo el protocolo
que recomienda la casa comercial y se le realizO una reaccion de secuenciacion que
consistio en una temperatura de desnaturalizacion de 95°C de 2 min., 50 ciclos de
desnaturalizacion de 95°C por 15 seg., alineamiento de 58°C por 30 seg. y extensién de
72°C por 30 seg., con una extension final de 72°C por 5 min. Para la muestra positiva a A.
platys, se procedio a purificar con columnas centricom el producto obtenido del PCR para
A. platys y se realiz6 una reaccidon de secuenciacion que consistié de una temperatura
inicial de desnaturalizacion de 96°C por 1 min., 25 ciclos de desnaturalizacién de 96°C por
10 seg., alineamiento de 50°C por 5 seg. y extension de 60°C por 4 min. La secuencia de
los productos fueron determinados usando el kit de secuenciacion BigDye Terminator v3.1
y en el caso de E. canis el secuenciador “ABI PRISM 310 Genetic Analyzer de Applied
Biosystems™ del “Centro de Investigacién en Hematologia y Trastornos Afines (CIHATA)
de la Universidad de Costa Rica (UCR)”; en el caso de A. platys, se utiliz6 el secuenciador
“ABI 3130 Genetic Analyzer de Applied Biosystems” del “Centro de Investigaciones en

Biologia Celular y Molecular (CIBCM) de la UCR”.

La secuencia de E. canis fue analizada utilizando el programa BLAST, comparando
la similitud de la secuencia parcial del gen dsb generada en este estudio con el genoma de
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E. canis cepa Jake (NC_007354) almacenado en el GenBank. Para el caso del anélisis de la
secuencia de A. platys generada en este estudio, no se pudo utilizar el programa BLAST,
debido a que ain no se ha secuenciado el genoma completo de este agente, por lo que se le

realizé un alineamiento con el programa ClustalW2 comparandolo con la secuencia del

plasmido del gen 16S ARNr de A. platys (AF156784) almacenado en el GenBank.

2.5. Andlisis estadistico

2.5.1. Analisis descriptivo:

Se generaron tablas de frecuencia por categoria para cada una de las variables

recolectadas en las fichas de datos de cada perro muestreado, las variables analizadas se

muestran en el Cuadro 2. Las diferentes razas de los perros participantes se agruparon

segun el largo del pelo (Cuadro 3).

Cuadro 2. Variables y categorias analizadas en el analisis estadistico descriptivo

VARIABLE

Especie de garrapata
Estadio de la garrapata

Tiempo de recolecta de

garrapatas
Raza del perro

Edad del perro

Sexo del perro

Ubicacion de Clinicas
Veterinarias

Cantidad de garrapatas en perro

CATEGORIA

R. sanguineus - No R. sanguineus
Adulta : Hembra y Macho

Ninfa

Estacion seca (Dic 2006- Abr 2007)
Estacidn lluviosa (Oct-Nov 2006 y de May-Jul 2007)
Pelo largo

Pelo medio

Pelo corto

Grupo 1 (0 - 12 meses)

Grupo 2 (13 - 24 meses)

Grupo 3 (> 24 meses)

Macho

Hembra

Heredia

Alajuela

San José

Cartago

No Valle Central

Pocas (1-10 garrapatas)

Muchas (>10 garrapatas)
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Cuadro 3. Agrupacion de las razas de perros participantes en el estudio segtn el

largo del pelo.

Razas de Pelo largo

Akita

Chow Chow
Cocker Spaniel
Collie

Maltés

Pastor Ovejero Inglés
Golden Retriever
Husky

Pastor Aleman
Pequinés-Maltés
Poodle
Samoyedo
Shih-Tzu
Yorkshire Terrier
Schnauzer

Razas de Pelo medio

Criollo
Mixto
Sin raza determinada

Razas de Pelo corto

Beagle

Boxer
BullTerrier
Bulldog
Chihuahua
Dachshund
Dalmata
Doberman
Gran Danés
Labrador Retriever
Pincher
Rottweiler
Shar-Pei
Stanford shire
Fox Terrier
Weimeraner

2.5.2. Regresion logistica:

Se realiz6 un modelo de regresion logistica utilizando el procedimiento LOGISTIC
implementado en el programa SAS (SAS® V.8.0, 1999), para las variables dependientes
dicotdmicas: ausencia-presencia E. canis y A. platys.  Las variables independientes
analizadas fueron: sexo de la garrapata, cantidad de garrapatas, época de colecta, raza y
edad del perro. A la variable ubicacién geografica se le realizé un analisis univariado.
Las variables que resultaron con valores de p<0.01 fueron consideradas con un efecto
altamente significativo sobre la presencia de los agentes estudiados; aquellos con valores de

p 0.01-0.05 fueron considerados con efecto significativo y los que resutaron con valores

p>0.05 como no significativos.
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3. Resultados

Se colectaron un total de 165 garrapatas de perros atendidos en clinicas veterinarias
ubicadas en el Valle Central (157) y algunas residencias (8), de las cuales 79 provinieron
de la provincia de Heredia, 53 de Alajuela, 21 de San José, 8 de Cartago y 2 de Guanacaste.
Se analizaron 156 garrapatas adultas y 9 muestras de ninfas. De las garrapatas adultas
analizadas 104 fueron hembras y 52 machos. Un total de 160 garrapatas fueron
identificadas como R. sanguineus, 4 como A. ovale (provenientes de la provincia de

Heredia) y 1 como I. boliviensis (provenientes de la provincia de Heredia).

Todas las garrapatas que resultaron positivas en algin PCR en el presente estudio
fueron identificadas como R. sanguineus; en las otras especies de garrapatas no se detect6

la presencia de Ehrlichia spp. o A. platys.

La presencia de agentes pertenecientes a la familia Anaplasmataceae se detecto en
14 (8.48%) garrapatas, de las cuales 13 fueron garrapatas adultas y 1 ninfas. De las adultas

que resultaron positivas, 7 eran hembras y 6 machos (Cuadro 4 y Figura 1).

E. canis se detectd en 43 (26.06%) garrapatas. De éstas 38 fueron adultas y 5
ninfas. De las garrapatas adultas que resultaron positivas a este agente 22 eran hembras y
16 fueron machos (Cuadro 4y Fig. 1). EIl mayor nimero (22) de muestras que resultaron
positivas a este agente provinieron de la provincia de Heredia (Cuadro 5). La presencia de

E. chafeensis y E. ewingii no se detectd en ninguna de las muestras analizadas.

A. platys fue detectada en 5 (3.03%) garrapatas analizadas. De éstas 4 eran adultas

y 1 ninfas. De las garrapatas adultas que resultaron positivas a A. platys, 3 fueron
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hembras y 1 macho (Cuadro 4). EIl mayor numero (4) de muestra positivas a este agente

provinieron de la provincia de Alajuela (Cuadro 5).

A M 1 2 3 4

M1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 M

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos del PCR para
Anaplasmataceae, E. canis, E. ewingii, E. chaffeensis y A. platys. (A) Electroforesis de gel
de agarosa de los productos del PCR para Anaplasmataceae (M: marcador de peso
molecular; 1: control+; 2: control-; 3 y 4: muestras R. sanguineus positivas a
Anaplasmataceae. (B) Electroforesis de gel de agarosa de los productos del PCR para
Ehrlichia spp. y A. platys. (M: marcador de peso molecular; controles+ E. canis; 3: E.
chaffeensis; 5: E. ewingii; 7: A. platys; 2, 4, 6, 8: controles-; 9,10: R. sanguineus positivas a
E. canis y 11,12: R. sanguineus positivas a A. platys.
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Cuadro 4. Frecuencia y porcentaje de Rhipicephalus sanguineus infectadas con
Anaplasmataceae, Ehrlichia canis y Anaplasma platys, segan estadio
y sexo de las garrapatas.

Estadio y sexo Numero (%) garrapatas infectadas con
Anaplasmataceae E. canis A. platys
Adulto Hembra 7 (4.24%) 22 (13.33%) 3 (1.82%)
Macho 6 (3.64%) 16 (9.70%) 1(0.61%)
Ninfas 1 (0.61%) 5 (3.03%) 1(0.61%)
TOTAL 14 (8.48%) 43 (26.06%) 5 (3.03%)

Cuadro 5. Frecuencia y porcentaje de Rhipicephalus sanguineus positivas por

provincia.

o Numero (%) de garrapatas infectadas con
Provincia n Anaplasmataceae E. canis A. platys
Heredia 79 6 (7.59%) 21 (26.58%) 1(1.27)
Alajuela 53 8 (15.09%) 17 (32.08%) 4 (7.55)
San José 21 0 2(9.52%) 0
Cartago 0 2 (25%) 0
No valle central 0 0 0
Sin ubicaciéon 0 1 (50%) 0
TOTAL 165 14 43 5

Al comparar los resultados obtenidos en el PCR para Anaplasmataceae con los
resultados obtenidos en los PCR para E. canis y A. platys, se observa que 33 muestras
positivas a E. canis y 3 positivas a A. platys no fueron detectadas por el PCR para
Anaplasmataceae. De las 14 muestras positivas en el PCR para Anaplasmataceae, 10
resultaron positivas a E. canis, 2 positivas a A. platys y 2 negativas a ambos agentes y a E.

chaffeensis y E. ewingii (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Resultados obtenidos en los PCR para Ehrlichia canis y Anaplasma
platys comparados con los resultados obtenidos en el PCR para
familia Anaplasmataceae.

E. canis A. platys
+ - Total + - Total
Familia + 10 4 14 2 12 14
Anaplasmataceae - 33 118 151 3 148 151
Total | 43 122 165 5 160 165

Infecciones mixtas (E. canis y A. platys) se detectaron en dos de las 165 muestras
analizadas: una garrapata adulto macho que provenia de Heredia y una muestra de ninfas

que provenia de Alajuela.

Se logré secuenciar una muestra de E. canis obtenida de una garrapata, la cual
mostré un 99% de identidad con la secuencia de E. canis cepa Jake (NC_007354) (Figura
2). Lasecuencia de una muestra de A. platys obtenida de una garrapata mostr6 un 98% de

identidad con el gen 16S ARNTr de A. platys (AF156784) (Figura 3).

Durante la época seca se recolectaron 114 garrapatas y durante la época lluviosa 51.
El nimero de muestras positivas a E. canis y A. platys resultd ser mayor en la época seca
con 28 (24.56%) y 4 (3.51%), respectivamente, que en la época lluviosa con 15(29.41%) y

1(1.96%), respectivamente.

El ndmero de muestras positivas para E. canis y A. platys, en base a las
caracteristicas de los perros de los cudles se recolectaron las garrapatas se muestra en el

Cuadro 7.
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1

997220

61

997280

121

997340

181

997400

241

997460

GTTGCCCAAGCAGCACTAGCTGTACATATGATTAATCCAAATAAGTACATAGACTTCTAT

NN R R RN N RN R R R RN R RN RN R
GTTGCCCAAGCAGCACTAGCTGTACATATGATTAATCCAAATAAGTACATAGACTTCTAT

TATGCAGCACTACATTACAAGCAACAGTTTAATGATGAGTCAATATTAAGTATCATAAAA

RN RN R R RN N R R RN NN RN RN R
TATGCAGCACTACATTACAAGCAACAGTTTAATGATGAGTCAATATTAAGTATCATAARA

TCAATAGGTATAACTGAAGAAGACTTCAAAGTATCATTAGCAAAAAATGCTGATGCTATA

RN R RN RN N N RN RN RN NN R
TCAATAGGTATAACTGAAGAAGACTTCAAAGTATCATTAGCAAAAAATGCTGATGCTATA

GACAAAATGATACAATCTACCAGAGAACTAGCACAGAACATTAATATATGGGGCACTCCT

R R N N R N RN N RN RN DR RN R
GACAAAATGATACAATCTACCAGAGAACTAGCACAGAACATTAATATAAGGGGCACTCCT

GCTATCATAGTAGGGGATACATTTATCGGTGGTGCAGCTGATATATCA 288

FERETETETEr et e e e e e et e e e v v e e et
GCTATCATAGTAGGGGATACATTTATCGGTGGTGCAGCTGATATATCA 997507

60

997279

120

997339

180

997399

240

997459

Figura 2. Comparacion de la secuencia de E. canis obtenida de R. sanguineus de Costa
Rica (Query) con el genoma de E. canis obtenido de un perro de EEUU (Sbjct).

Previo al anélisis de regresion logistica se realizaron algunas exclusiones vy

reagrupaciones de categorias, debido a que presentaron frecuencias reducidas. Las especies

de garrapatas A. ovale e 1. boliviensis fueron excluidas del modelo de regresién, debido a

que s6lo 5 muestras de garrapatas estaban ubicadas dentro de estas especies, todas las

demas fueron R. sanguineus. También se excluyé el estadio ninfal, y la variable ubicacién

geogréfica. La época de colecta se analizd6 mediante el modelo de regresion para E. canis

pero no para A. platys.
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A. platys 16S_A
A.platys garrap

TTTGTCGTAGCTTGCTATGATAAAAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATG

100

A._platys 16S_A CATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAA 150
A.platys garrap CATAGGA-TCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAA 51
khkkhkkkk khhkkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkx
A._platys 16S_A TACTGTATAATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTA 200
A.platys garrap AA--GGAAAATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTA 99
* * Kk kkhkkkkhkkkhkhkkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkk
A._platys 16S_A TGTTAGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAGTGATCTA 250
A.platys_garrap TGTTAGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAGTGATCTA 149
khkkhkkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkx
A. platys 16S_A TAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCA 300
A.platys garrap TAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCA 199
khkkhkkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkkhkx
A. platys 16S_A GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCC 350
A.platys garrap GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCC 249
hhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkkhkkkhkhkkhkhkkkhkkkhkkkkk
A._platys 16S_A TGATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAACTC 400
A.platys garrap TGATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAACTC 299
dhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkkhkkkhkhkkhkhkkkhkkkhkkkkk
A._platys 16S_A TTTCAGTGGGGAAGATAATGACGGTACCCACAGAAGAAGTCCCGGCAAAC 450
A.platys garrap TTTCAGTGGGGAAGATAATGACGGTACCCACAGAAGAAGTCCCGGCAAAC 349
khkkhkhkkhkkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkkkhkkkhkkkxk
A._platys 16S_A TCCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGAA 500
A.platys garrap TCC-GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGAA 398
khkk hkhkkkhkkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkkkhkkkhkkkk
A._platys 16S_A TTATTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCGGTTCGGTAAGTTAAAGGTGAAAT 550
A.platys garrap TTATTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCGGTTCGGTAAGTTAAAGGTGTAAT 448
khkkhkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkkhkkkhkkkx **xk
A._platys 16S_A GCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCTTTTAATACTGCCAGACTCGAGTCCG 600
A.platys garrap GCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCTTTTATTACTGCCAGACTCGAGTCCG 498
khkkhkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkk hhkhkkhkkkhkkhkkhkkkhkkkhkkkxk
A._platys 16S_A GGAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAG 650
A.platys garrap GGAGAGGATAGCGGATTTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGAT-TTAG 547
khkkhkhkkhkkkhkkkhkkk khhkkkhkkkhkkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkkkhkkkhkk hkkxk
A. platys 16S_A GAGGAACACCAGTGGCGAA-GGCGGCTATCTGGTCCGGTACTGACGCTGA 699
A.platys garrap GAGGAACACCACTGGCGAAAGGTGGCTATCTGGTCCGGTACTGAC--—-~ 592

khkkhkkhkhkhkhkhkk hkhkkkkkk *k hhkkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkk

Figura 3. Alineamiento de las secuencias de nucleétidos de la regiéon 16S ARNTr de la
muestra de A. platys obtenida de R. sanguineus de Costa Rica (A.platys_garrap) y la
secuencia de este gen de A. platys depositado en el GenBank (A._platys_16S_A).
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Cuadro 7. Frecuencia de garrapatas positivas a E. canis y A. platys en base a las
caracteristicas de los perros de los cuales se colectaron las garrapatas.

Numero (%) garrapatas infectadas

Variable Categoria n | E canis A. platys
Raza del Pelo largo 82 116(19.51%) 1(1.21%)
perro Pelo medio 25 |8(32.00%)) 1 (4.00%)

Pelo corto 45 116 (35.55%) 3 (6.67%)

Sin datos 13 | 3(23.08%) 0 (0%)
Edad del 1 (0 - 12 meses) 41 119 (46.34%) 3 (7.32%)
perro 2 (13 - 24 meses) 28 |17 (60.71%) 0 (0%)

3 (> 24 meses) 66 |2 (3.03%) 2 (3.03%)

Sin datos 30 |7(23.33%) 0 (0%)
Sexo del Macho 78 121 (26.92%) 3 (3.85%)
perro Hembra 81 |21(25.93%) 2 (2.47%)

Sin datos 6 |1(16.67%) 0 (0%)
Cantidad de | Pocas (1-10 112 |31 (27.68%) 3 (2.68%)
garrapatas |garrapatas)
infestando | Muchas (>10 53 12 (22.64%) 2 (3.77%)
al perro garrapatas)

Sin datos 0 |0(0%) 0 (0%)

El modelo de regresion logistica determin6 que ninguna de las variables analizadas
ejercio efecto significativo sobre la incidencia de E. canis y A. platys en las garrapatas
analizadas (Cuadro 8 y 9). La variable de ubicacion geografica tampoco mostr6 efecto
significativo sobre la incidencia de E. canis y A. platys en garrapatas en el analisis

univariado.

19



Cuadro 8. Analisis de regresion logistica del efecto de las variables
independientes estudiadas sobre la presencia de E. canis en

garrapatas.
Efecto Pr>Chiz Clase OR IC95%
Macho 1 -
Sexo de la garrapata 0.3004 Hembra 0.619 0.25-1.534
Medio 1 -
Raza del perro Corto 0.383 0.101-1.449
0.1216  Largo 0.283 0.085- 0.945
Pocas 1 -
Cantidad de garrapatas  0.1221  Muchas 0.442 0.157-1.245
Grupo 3 1 -
Edad del perro Grupo 1 1.757 0.661-4.672
0.4543  Grupo 2 0.923 0.278-3.064
Macho 1 -
Sexo del perro 0.3611 Hembra 1.492 0.632-3.523
Seca 1 -
Epoca de colecta 0.5504 Lluviosa  0.749 0.289-1.936

IC95%: intervalo de confianza; OR: odds ratios; Pr: probabilidad.

Cuadro 9. Andlisis de regresion logistica del efecto de las variables
independientes estudiadas sobre la presencia de A. platys en

garrapatas.
Efecto Pr>Chi2 Clases OR IC95%
Macho 1 -
0.7426
Sexo de la garrapata Hembra 1.52 0.125-18.489
Medio 1 -
Raza del perro 0.5591 Corto 2.098 0.139-31.606
Largo 0.5 0.025-9.901
Pocas 1 -
Cantidad de 0.1109 Muchas
garrapatas 7.065 0.638-78.174
Grupo 3 1 -
Edad del perro 0.9194 Grupo 1 0.57 0.039-8.393
Grupo 2 0.836 0.061-11.394
Macho 1 -
0.696
Sexo del perro Hembra 0.644 0.071-5.859

IC95%: intervalo de confianza; OR: odds ratios; Pr: probabilidad.
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4. Discusion

El presente estudio reporta por primera vez la deteccion de E. canis y A. platys en
garrapatas R. sanguineus colectadas de perros en Costa Rica. Aunque ya existian trabajos
en Costa Rica, en los que se reportaba una alta seroprevalencia de E. canis en perros
(Rimolo, 2006), no se habian realizado estudios de este agente en garrapatas. Este estudio
confirma lo reportado por Groves et al. (1975), que E. canis es trasmitida principlamente
por la garrapata R. sanguineus y esta en concordancia con estudios realizados en los
Estados Unidos, Venezuela, Brazil y Camerin (Murphy et al., 1998; Unver et al., 2001;
Aguiar et al., 2007; Ndip et al., 2007), que reportan la presencia de E. canis en R.
sanguineus. Los estudios que se han realizado para detectar A. platys en R. sanguineus son
escasos. La literatura reporta Unicamente dos trabajos realizados en Japdn por Inokuma et
al. en el 2000 y Motoi et al. en el 2001, en los que se detect6 este agente en R. sanguineus
de perros. Sin embargo, el papel de esta garrapatas como vector biol6gico no ha sido
confirmado adn (Harvey et al., 1978; Simpson et al., 1991). Por consiguiente, los
resultados obtenidos en el presente trabajo muestran evidencia adicional. En el presente
estudio no se logré detectar la presencia de E. chaffensis y E. ewingii en las garrapatas
colectadas, sin embargo, no se descarta la posibilidad de que estos agentes estén presentes
en Costa Rica, ya que trabajos realizados en Estados Unidos y Camerln reportan la

presencia de estos en R. sanguineus (Murphy et al., 1998; Ndip et al., 2007).

Al comparar el nUmero de muestras que resultaron positivas mediante el PCR para
Anaplasmataceae, que permite detectar varias especies de esta familia (Parola et al., 1998),

con los resultados de los PCR anidados utilizados en este estudio para detectar E. canis y
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A. platys, se demostro una baja sensibilidad del primero, ya que solo fueron detectadas 10
de 43 muestras positivas a E. canis y 2 de 5 muestras positivas a A. platys. Estos resultados
concuerdan con Martin et al. (2005), que reportan una alta sensibilidad del PCR para A.
platys en contraste con el PCR para Anaplasmataceae y también con Wen et al. (1997),
sobre la alta sensibilidad del PCR para Ehrlichia spp. Las 2 muestras que resultaron
positivas en el PCR para Anaplasmataceae y en las cuales no se pudo demostrar la
presencia de E. canis, E. ewingii, E. chaffeensis y A. platys podrian estar infectadas con
otras especies de esta familia, por ejemplo A. phagocytophilum u otro agente relacionado al
género Ehrlichia (Shibata et al., 2000; Shpynov et al., 2004; Rar et al., 2005). Los
resultados obtenidos en la secuenciacion en donde la muestra de E. canis y A. platys
mostraron alta similitud con las secuencias de referencias depositadas en el GenBank
confirman lo reportado en la literatura, que el gen dsb es conservado dentro de la especie de
E. canis (Aguiar et al., en prensa) y el gen 16S ARN es conservado para A. platys (Dumler

etal., 2001).

El hecho, de que no se encontrara asociacion con el modelo de regresion logistica
para ninguna de las variables estudiadas sobre la incidencia de E. canis y A. platys, se debio
probablemente, a que el tamafio de la muestra fue insuficiente, ademas de la falta de datos

en la mayoria de las muestras.

5. Conclusiones

= Se detectdé por primera vez la presencia de E. canis y A. platys en R.

sanguineus de perros en Costa Rica.
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Infecciones mixtas con E. canis y A. platys se detectaron por primera vez en

R. sanguineus de perros de Costa Rica.

El analisis de secuenciacion demostré un 99% y 98% de identidad de E.
canis y A. platys respectivamente en R. sanguineus de Costa Rica con

secuencias almacenadas en el GenBank para cada uno de estos agentes.

Se confirmd la baja sensibilidad del PCR para Anaplasmataceae y la alta

sensibilidad de los PCR anidados para la deteccion de E. canis y A. platys.

No se pudo detectar la presencia de E. ewingii y E. chaffeensis en las
garrapatas analizadas en el presente estudio, sin embargo los resultados
indican la presencia de otras especies de la familia Anaplasmataceae

presentes en garrapatas de Costa Rica.

Ninguna de las variables analizadas mostro efecto significativo sobre la

incidencia de E. canis y A. platys en garrapatas.

6. Recomendaciones

Continuar los estudios en garrapatas con un tamafio de muestra
representativo para detectar o descartar la presencia de E. ewingii y E.

chaffeensis y otras especies de la familia Anaplasmataceae en Costa Rica.

Realizar infecciones experimentales en R. sanguineus con A. platys para

determinar el papel de esta garrapata como vector de este agente.
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ARTICULO II

Deteccion molecular de Anaplasma platys en perros de Costa Rica

Resumen.

Se analizaron 300 muestras sanguineas provenientes de perros sospechosos de
ehrlichiosis o trombocitopenia infecciosa ciclica atendidos en clinicas veterinarias mediante
PCR. Un total de 19 (6.33%) muestras resultaron positivas a A. platys. Este hallazgo
representa el primer reporte de la deteccién de A. platys en caninos en diferentes areas
geograficas (San José, Heredia, Alajuela, Cartago y Guanacaste) de Costa Rica. En 7
muestras caninas se encontré ademas infeccion mixta (A. platys y E. canis). Una muestra
positiva a A. platys fue secuenciada mostrando una similitud del 100%. No se determind
efecto significativo de las variables cualitativas (raza, sexo y edad del perro, ubicacion de la
clinica veterinaria y época de colecta de la muestra) y cuantitativas (hematocrito,
hemoglobina, leucocitos, linfocitos y nimero de segmentados) sobre la presencia de A.

platys.

Palabras claves: Anaplama platys, TICC, perros, Costa Rica.
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Abstract

A total of 300 blood samples collected from dogs, suspicious of suffering
ehrlichiosis or canine cyclic thrombocytopenia (ICCT) attended in veterinary clinics were
analyzed using PCR to detect A. platys. A total of 19 (6.33%) samples yielded positive
results, representing the first report of the presence of A. platys infecting dogs in different
geographical areas (San Jose, Heredia, Alajuela, Cartago and Guanacaste) from Costa Rica.
In a total of 7 canine samples mixed infections (A. platys and E. canis) were determined. A
positive sample of A. platys was sequenced, determining a similarity of 100%. Qualitative
variables (breed race, gender, age of the dog, geographical location of the veterinary clinic
and time of collection of the samples) and quantitative variables (haematocrit, hemoglobin,
leukocytes, lymphocytes and segmented) showed no significative effect on the presence of

A. platys.

Keywords: Anaplama platys, ICCT, dogs, Costa Rica.
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1. Introduccion

Anaplasma platys, anteriormente reconocida como miembro del género Ehrlichia
(Ehrlichia platys), pasé a formar parte del género Anaplasma en el 2001 (Dumler et al.,
2001). Fue descrita por primera vez en 1978 en Estados Unidos, como el agente causal de
la trombocitopenia ciclica infecciosa canina (TICC), y se sospecha que es transmitida por la
garrapata Rhipicephalus sanguineus, sin embargo, el papel de esta garrapata como vector
biolégico no ha sido confirmado ain (Harvey et al., 1978; Simpson et al., 1991). Este
agente rickettsial es intracelular obligado, afecta las plaquetas. En estas se encuentra
individualmente, en pares o grupos dentro de vacuolas, llamadas mérulas (French and
Harvey, 1983). A. platys ha sido diagnosticado mediante técnicas seroldgicas y
moleculares en perros de Grecia (Kontos et al., 1991), China (Chang y Pan, 1996), Jap6n
(Inokuma et al., 2001; Motoi et al., 2001; Inokuma et al., 2002; Unver et al., 2003),
Tailandia (Suksawat et al., 2001), Australia (Brown et al., 2001; Martin et al.,2005),
Espafia (Sainz et al., 1999; Aguirre et al., 2006), Francia (Beaufils et al.,2002), Italia (de la

Fuente et al., 2006) y Venezuela (Arraga-Alvarado et al., 2003; Huang et al., 2005).

La infeccién aguda por A. platys se caracteriza por una parasitemia de plaquetas,
seguido por episodios de trombocitopenia, que ocurren en intervalos de 7 a 14 dias
(Harvey et al., 1978; French and Harvey, 1983). La mayoria de los reportes indican que los
perros infectados con este agente, generalmente no son afectados clinicamente y rara vez
muestran signos significantes de hemorragia. Sin embargo, existen trabajos en los que se
ha reportado anorexia, letargia, depresion, pérdida de peso, descarga nasal mucopurulenta,

mucosas palidas, fiebre, presencia de garrapatas, linfadenomegalia, hiperplasia linfoide,
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proliferacion de macrofagos en nddulos linfaticos, higado y bazo, leve hemorragia o edema
en multiples 6rganos, incluyendo hemorragia intrafolicular del bazo y caracteristicas
hematoldgicas anormales, diferentes a trombocitopenia como: presencia de plaguetas
gigantes, hematocritos bajos, monocitosis y baja concentracion de albdmina (Baker et al.,
1987; Harrus et al., 1997). EIl estado cronico de la enfermedad se asocia con parasitemias

esporadicas y trombocitopenias ciclicas (Chang y Pan, 1996; Harvey et al., 1978).

Los signos clinicos asociados con TICC no son especificos, por consiguiente, se
dificulta su diagnostico. Actualmente, el diagnéstico se basa en la demostracién de
inclusiones basofilicas mediante tincion de Giemsa en plaquetas a partir de un frotis
sanguineo o la deteccion de anticuerpos mediante técnicas de inmunofluorescencia. La
deteccion de la mérula en plaquetas consume mucho tiempo y usualmente no es
satisfactoria, especialmente en casos cronicos por la aparicion ciclica de los parasitos en las
plaquetas (French y Harvey, 1983). La inmunofluorescencia parece ser relativamente
especifica para identificar perros que han sido expuestos a A. platys, ya que son minimas
las reacciones cruzadas que se reportan entre A. platys, sin embargo, la
inmunofluorescencia tiene como desventaja que reconoce tanto un animal con la
enfermedad activa como un animal recuperado, ya que éstos Gltimos pueden permanecer
seropositivos por mucho tiempo (Chang y Pan, 1996; Mathew et al., 1997; Brown et al.,

2001).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es utilizada mundialmente para
caracterizar agentes patdgenos y como herramienta en el diagnostico de enfermedades
infecciosas. A. platys ha sido detectado mediante PCR en estudios realizados en Estados
Unidos (Wilson, 1992; Mathew et al., 1997), Taiwan (Chang y pan, 1996), Japon (Motoi et
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al., 2001), Australia (Brown et al., 2001; Martin et al., 2005; Brown et al., 2006), Francia
(Beaufils et al., 2002), Venezuela (Huang et al., 2005), Italia (de la Fuente et al., 2006),
Tailandia (Pinyoowong et al., 2007) y Bélgica (Heyman et al., 2007). EIl objetivo del
presente trabajo fue detectar mediante una técnica molecular la presencia de A. platys en

muestras de sangre de perros de Costa Rica.

2.  Metodologia
2.1. Tipo de estudio y tamafio de muestra

El presente trabajo se tratd de un estudio observacional, con el fin de detectar A.
platys en muestras de sangre de perros con sintomatologia sospechosa a ehrlichiosis y a

TICC, atendidos en clinicas veterinarias del Valle Central y Guanacaste de Costa Rica.

Un total de 276 muestras de sangre se obtuvieron de un banco de sangre colectado
previamente para un estudio de deteccion molecular de Ehrlichia spp. y provenian de casos
de perros con sintomatologia sospechosa de ehrlichiosis, muestras positivas en el frotis
sanguineo (observacion de inclusiones leucocitarias) o muestras con serologia positiva a E.
canis (Snap® 3DX) y 24 muestras de casos clinicos provenientes del laboratorio de analisis
clinico de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional, sospechosos de
sufrir TICC, con recuento plaquetario por debajo de 150,000 pks/pl. Estas muestras fueron
guardadas a —70 °C. Cada muestra contaba con informacion relevante del perro del cual se
obtuvo la muestra como: ubicacion de la clinica veterinaria de donde provenia la muestra,

raza, edad, sexo del perro, signos clinicos y resultado del hemograma completo.

El tamafio de muestra utilizado para este estudio fue de 300 muestras, calculado

mediante el uso del programa Win Episcope 2.0, utilizando una prevalencia de 1% y un

32



nivel de confianza del 95%. De estas 300 muestras de sangre, 212 fueron analizadas
simultaneamente mediante PCR para la deteccion de Ehrlichia spp., resultando 92 positivas

a E. canis en un estudio previo (Romero, 2008)

2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

2.2.1. Extraccion de ADN

Se empled el kit comercial “Wizard Genomic DNA Purification Kit” de Promega,
siguiendo el protocolo recomendado por los fabricantes para extraer ADN de las muestras
de sangre en perros. Los productos obtenidos de estas extracciones se guardaron a -20°C

hasta su analisis mediante PCR.

2.2.2. PCR para Anaplasmataceae

Las extracciones de ADN se sometieron a un PCR utilizando los cebadores
EHR16D y EHR16R (Cuadro 1), que amplifican un fragmento de 345 pb del gen 16S ARNr
(16S ARN ribosomal) de varias especies de la familia Anaplasmatacea incluyendo: E.
canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris, E. ruminantium, A. phagocytophilum, A. platys,
A. marginale, A. centrale, Neorickettsia sennetsu, N. risticii, y N. helminthoeca (Inokuma
et al., 2000). La mezcla de reaccion contenia 12.5 pl de Master Mix (Fermentas), 12.5
pmol de cada cebador, 7.5 pl de ADN, la reaccién se completd con agua grado molecular
(Fermentas) para un volumen final de 25 pl. Se utilizaron las siguientes condiciones: 5
min. de desnaturalizacion inicial a 95°C, 34 ciclos repetidos de desnaturalizacion (95°C por
30 seg.), alineamiento (55°C por 30 seg.) y extension (72°C por 90 seg.) y 5 min. de

extension final a 72°C. Como control positivo se utilizé un plasmido construido con la
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secuencia del gen 16S ARNr de E. canis, donado por el Dr. Ganta de la Universidad de
Kansas. Y agua como control negativo.

La electroforesis de los productos obtenidos en el PCR se realizd en geles de
agarosa al 1.4% preparados en amortiguador TBE (0.5%), tefiidos con bromuro de etidio y
corridos en una camara de electroforesis a 100 voltios durante 30 min. Muestras que

mostraron un tamafo de 345 pb se consideraron como positivas a Anaplasmataceae.

2.2.3. PCR para Anaplasma platys

Las extracciones de ADN se sometieron ademas a un PCR anidado, empleando los
cebadores 8F y 1448R (Cuadro 1), que amplifican parte del gen 16S ARNr. Este primer
PCR consistio de 40 ciclos repetidos de desnaturalizacion (94°C por 1 min.), alineamiento
(45°C por 1 min.) y extension (72°C por 1 min. y 40 seg.). La mezcla de reaccién se
prepar6 utilizando 5 pl de ADN, 12.5 pmol de cada cebador, 12.5 pl de Master Mix
(Fermentas) y el resto se completd con agua molecular (Fermentas) para llegar a un
volumen final de 25 pl. En el segundo PCR se utilizaron los cebadores EHR16SR y
PLATYS (Cuadro 1), cuyo producto esperado fue de 678 pb. La mezcla de reaccion
contenia: 1 pl del producto anterior, 12.5 ul del Master Mix (Fermentas), 12.5 pmol de
cada cebador y el resto se completd con agua molecular (Fermentas) hasta llegar a un
volumen final de 25 pl. Las condiciones para este PCR fueron: una temperatura de
desnaturalizacion inicial de 94°C por 1min., 40 ciclos repetidos de desnaturalizacion (94°C
por 30 seg.), alineamiento (55°C por 30 seg.) y extension (72°C por 30 seg.); con una

extension final de 72°C por 5 min., (Martin et al., 2005).
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Se realizé una electroforesis con los productos obtenidos en el segundo PCR en
geles de agarosa al 1.4% preparados en amortiguador TBE, tefiidos con bromuro de etidio y
corridos en una camara de electroforesis a 100 voltios durante 30 min. Las muestras que

mostraron banda con tamarfio de 678 pb fueron consideradas como positivas a A. platys.

Cuadro 1. Cebadores utilizados en los PCR realizados en el presente estudio.

Nombre Secuencia Especificidad pb
EHR16SD |5-GGTACCYACAGAAGAAGTCC-3’ Familia 345
EHR16SR | 5'-TAGCACTCATCGTTTACAGC-3’ Anaplasmataceae
8F 5-AGTTTGATCATGGCTCAG-3’

. ., Aplatysy
1448R 5’-CCATGGCGTGACGGGCAGTGTG-3 678

Secuenciacién de A.
PLATYS 5-GATTTTTGTCGTAGCTTGCTATG-3" platys

2.3. Secuenciacion

El producto amplificado de una muestra sanguinea que resulto positiva en el PCR
para A. platys fue purificada con columnas Centricon (Amicon) siguiendo el protocolo que
la casa comercial recomienda y se realiz6 una reaccion de secuenciacion, que consistio de
una temperatura inicial de desnaturalizacion de 96°C por 1 min., 25 ciclos de
desnaturalizacion de 96°C por 10 seg., alineamiento de 50°C por 5 seg. y extension de
60°C por 4 min. La secuencia del producto fue determinada usando el kit de secuenciacion
BigDye Terminator v3.1 y el secuenciador “ABI 3130 Genetic Analyzer de Applied
Biosystems” del “Centro de Investigaciones en Biologia Celular y Molecular (CIBCM) de
la UCR”. La secuencia obtenida fue analizada con el programa ClustalW2, comparandola

con la secuencia del plasmido del gen 16S ARNr de A. platys (AF156784).
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2.4. Andlisis estadistico

Las variables que se analizaron en este estudio se muestran en el Cuadro 2. Las
razas de los perros fueron agrupadas en base al largo del pelo (Cuadro 3). Las variables
cualitativas (raza, sexo y edad del perro, ubicacién de las clinicas veterinarias y época de
colecta) se analizaron mediante pruebas de comparacion de proporciones multiples (Chi
Cuadrado) y calculo de valores de riesgo (OR). Las variables cuantitativas (hematocrito,
hemoglobina, leucocitos, linfocitos y N° de segmentados) se analizaron mediante
comparacion de medias de las variables en los grupos de perros con ausencia y presencia de
A. platys mediante la prueba de t-Student.

Cuadro 2. Variables y categorias analizadas estadisticamente.

VARIABLE CATEGORIA

Variable de Anaplasma platys Positivo
respuesta Negativo
Pelo largo
Raza del perro Pelo medio

Pelo corto
Macho
Hembra
1 (0-12 meses)
Edad del perro 2 (13-24 meses)
3 (>34 meses)
Heredia
Alajuela
San José
Cartago
Guanacaste
Estacidn seca
(Dic 2006- Abr 2007)
Estacidn lluviosa
(Ago-Nov 2006 y May-Jul 2007)
Hematocrito
Hemoglobina
Hemograma Leucocitos

Linfocitos

N° de Segmentados

Sexo del perro
Variables

cualitativas

Ubicacién de Clinicas

Veterinarias

Tiempo

Variables
cuantitativas
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Cuadro 3. Agrupacion de las razas de perros segan el largo del pelo.

Razas de pelo largo
Akita

Chow Chow

Cocker Spaniel
Collie

Maltés

Pastor Ovejero Inglés
Golden Retriever
Husky

Pastor Aleman
Pequinés-Maltés
Poodle

Samoyedo

Shih-Tzu

Yorkshire
Schnauzer

3. Resultados

De las 300 muestras analizadas mediante PCR para detectar miembros de la familia

Anaplasmataceae, 131 (43.6%) resultaron positivas, mientras que en el PCR para A. platys

Razas de pelo medio

Criollo
Mixto
Sin raza determinada

se detectaron 19 (6.3%) muestras positivas (Figura 1).

Se logr6 secuenciar una muestra de sangre canina positiva en PCR para A. platys.

Esta secuencia fue alineada con la secuencia del plasmido del gen 16S ARNr depositada en

Razas de pelo corto
Beagle

Boxer

Bullterrier

Bulldog
Chihuahua
Dachshund
Dalmata
Doberman

Gran Danés
Labrador Retriever
Pincher

Rottweiler
Shar-Pei

Stanford

Fox Terrier
Weimeraner

el GenBank, obteniéndose un porcentaje de homologia del 100% (Figura 2).

Al comparar el nimero de muestras positivas obtenidas en el PCR para
Anaplasmataceae con el nimero de muestras positivas obtenidos en el PCR para A. platys,

se determind que 5 muestras positivas a A. platys no fueron detectadas por el PCR para
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Anaplasmataceae (Cuadro 4). De las 117 muestras que resultaron positivas para
Anaplasmataceae pero negativas para A. platys, 55 muestras fueron detectadas positvas a E.

canis en un estudio previo (Romero, 2008)

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

Las provincias en las que se detectaron muestras caninas positivas para A. platys en

PCR fueron Alajuela (5), San José (5), Heredia (4), Guanacaste (2) y Cartago (1).

Las caracteristicas de los perros en los cuales se detect6 la presencia de A. platys se

muestra en el Cuadro 5.

38



A. platys 16S_A TTTGTCGTAGCTTGCTATGATAAAAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATG 100
A.platys sangre = -—————————- CTTGCTATGATAAAAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATG 40
khkkkhkkkhkkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkkhkkkhkkkhkkkhkhkkhkhkkkix
A. platys 16S_A CATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGARATGGTGGGTAA 150
A.platys_sangre CATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAA 90
hhkkkhkkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkkhkkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkkkhkkkhkhkkhkhkkkx
A. platys 16S_A TACTGTATAATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTA 200
A.platys_sangre TACTGTATAATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTA 140
khkkkhkkkhkkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkkhkkkhkhkkhkhkkhkhkkkhkkkhkkkhkhkkhkhkkkik
A._platys 16S A TGTTAGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAGTGATCTA 250
A.platys sangre TGTTAGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAGTGATCTA 190
hkhkkkhkkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkkkkx
A._platys 16S A TAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCA 300
A.platys_sangre TAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCA 240
hkhkkkhkkkhkkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkkkkx
A. platys 16S_A GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCC 350
A.platys_sangre GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCC 290
hkhkkkhkkkhkkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkkkix
A. platys 16S_A TGATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAACTC 400
A.platys_sangre TGATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAACTC 340
hkhkkkhkkkhkkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkkkix
A. platys 16S_A TTTCAGTGGGGAAGATAATGACGGTACCCACAGAAGAAGTCCCGGCAAAC 450
A.platys_sangre TTTCAGTGGGGAAGATAATGACGGTACCCACAGAAGAAGTCCCGGCAAAC 390
hkhkkkhkkkhkkkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkkix
A. platys 16S A TCCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGAA 500
A.platys_sangre TCC-GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGAA 439
hkhkk hhkkhkkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkix
A. platys 16S A TTATTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCGGTTCGGTAAGTTAAAGGTGAAAT 550
A.platys sangre TTATTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCGGTTCGGTAAGTTAAAGGTGAAAT 489
hhkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkkkkk
A._platys 16S_A GCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCTTTTAATACTGCCAGACTCGAGTCCG 600
A.platys sangre GCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCTTTTAATACTGCCAGACTCGAGTCCG 539
hhkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkkkkk
A._platys 16S_A GGAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAG 650
A.platys sangre GGAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAG 589

khkkkhkkkhkkkhkhkhkkhkhkkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkkhkhkkkhkhkkkhkkkkx

Figura 2. Alineamiento de la secuencia de una muestra de A. platys obtenida de un
perro de Costa Rica (secuencia_A._platys_sangre) y la secuencia del plasmido del gen
16S ARNr de A. platys depositados en el Genbank (A._platys_16S_ARNr) utilizando el
programa ClustalW2.
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Cuadro 4. Comparacién de resultados obtenidos en el PCR para
Anaplasmataceae y el PCR para A. platys en el andlisis de 300
sueros caninos.

PCR para A. platys

+ - Total
PCR para + 14 117 131
Anaplasmataceae
- 5 164 169
Total 19 281 300

Cuadro 5. Caracteristicas de los perros positivos a A. platys mediante PCR.

Variable Categoria n % (caninos positivos
a A. platys)
Raza del Pelo largo 64 3.13% (2)
perro Pelo medio 37 10.81% (4)
Pelo corto 40 2.50% (1)
Sin datos 159 7.55% (12)
Edad del 0-12 meses 22 9.09 (2)
perro 13-24 meses 19 5.26 (1)
>24 meses 125 4.80 (6)
Sin datos 134 7.46% (10)
Sexo del Macho 116 5.17% (6)
perro Hembra 93 7.53% (7)
Sin datos 91 6.59% (6)

Ninguna de las variables cualitativas analizadas (raza, sexo y edad del perro,
ubicacion de clinica veterinaria y época de colecta) mostrd tener un efecto significativo
sobre la presencia de A. platys al realizar pruebas de comparacion de proporciones multiple

para cada una de estas variables (Cuadro 6).
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Tampoco se pudo determinar diferencias estadisticas entre las variables
cuantitativas del hemograma (hematocrito, hemoglobina, leucocitos, linfocitos y nimero de
segmentados) y el grupo de perros positivos a A. platys mediante la prueba de t-Student
(Cuadro 7).

Cuadro 6. Resultados del analisis estadistico de las variables cualitativas de los
perros positivos a A. platys.

Efecto Pr>Chi? Clases OR IC95%
Raza del perro 0.9906 Medio 1 -
Corto 0.842 0.051 - 14.007
Largo NE* NE
Sexo del perro 0.5503 Macho 1 -
Hembra 1.738 0.283 - 10.655
Edad del perro 0.7028 >24 meses 1 -
0-12 meses  2.85 0.247 - 32.929
13-24 meses NE NE
Ubicacion clinicas | 0.9153 San José 1 -
veterinarias Alajuela 1.477 0.239-9.128
Heredia 1.285 0.208 - 7926
Epoca de colecta | 0.8318 Seca 1 -
Lluviosa 0.796 0.096 - 6.568

*Efecto no estimable; IC95%: intervalo de confianza; OR: odds ratios; Pr: probabilidad.

Cuadro 7. Resultado del analisis estadistico de las variables cuantitativas del
hemograma de perros negativos (1) y positivos (2) a A. platys.

Variable N1 X1 N2 X2 Xi- Xz Pr>|t]
Hematocrito 227 35.36 6 35.67 0 0.945
Hemoglobina 225 12.21 6 11.98 0.23 0.8752
Leucocitos 225 11129.00 6 8642.50 2486.20 0.3198
Linfocitos 224 28.96 6 30.33 -1.37 0.7831
N° de Segmentados 224 65.14 6 66.00 -0.86 0.8612

N1: nimero de negativos; N2: namero de positivos; X1: media de grupo de negativos;
X, : media de grupo de positivos; Pr: probabilidad.
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4. Discusion

En el presente estudio se reporta por primera vez la deteccion molecular de A. platys
en 19 perros en Costa Rica. El porcentaje de muestras positivas a A. platys determinado en
este estudio fue de 6%, resultado que concuerda con los estudios reportados en Venezuela

e Italia con un 6% y 4%, respectivamente (Huang et al., 2005; de la Fuente et al; 2006).

La razén por la que en el PCR para Anaplasmataceae se detecté un total de 131
(44%) muestras positivas se debe a que esta técnica permite detectar otras especies de la
familia, ademés de A. platys (Inokuma et al., 2000). Un total de 14 muestras resultaron
positivas en las dos técnicas (PCR para Anaplasmataceae y PCR para A. platys) mientras
que 117 muestras dieron positivas Unicamente al PCR para Anaplasmataceae. En un
estudio previo (Romero, 2008) se detecto que de estas 117 muestras, 55 resultaron positivas
a E. canis. Las restantes 69 muestras que resultaron positivas al PCR de Anaplasmataceae
pero negativas a A. platys, E. canis, E. ewingii y E. chaffeensis probablemente se deba a la
presencia de otros agentes de la familia Anaplasmataceae, ya sea A. phagocytophilum u
otro agente relacionado al género Ehrlichia (Allsopp y Allsopp, 2001; Lester et al., 2005;

Inokuma et al., 2005).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman lo reportado en la
literatura, sobre la falta de sensibilidad de detectar A. platys con el PCR para
Anaplasmataceae (Martin et al., 2005), ya que 5 muestras que resultaron positivas en el

PCR para A. platys resultaron negativas en el PCR de Anaplasmataceae.
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Al observar los resultados obtenidos en el presente estudio con los resultados
previos de Romero, 2008, se determind que de un total de 212 muestras analizadas para

detectar la presencia de A. platys y E. canis 7 (3%) mostraron infeccion mixta.

El porcentaje de homologia encontrado en la secuenciacion de A. platys en este
estudio (100%) confirma, que el producto amplificado corresponde al gen 16S ARNr de A.

platys.

No se encontré efecto significativo para las variables estudiadas sobre la presencia
de A. platys. Este resultado se debe probablemente, a que el banco de sueros utilizado en
el presente trabajo fue colectado para otros propdsitos (deteccion de Ehrlichia spp.), al
tamafo de muestras analizadas y a la falta de datos de algunas de estas muestras. Sin
embargo, se determino la presencia de A. platys distribuida en diferentes areas geogréaficas
del pais, lo que concuerda con estudios previos (Abrego, 2008) sobre la deteccion de A.

platys en garrapatas Rhipicephalus sanguineus en las provincias de Alajuela y Heredia.

5. Conclusiones

= Se detectd por primera vez A. platys en muestras de sangre de perros de
diferentes provincias (San José, Heredia, Alajuela, Cartago y Guanacaste) de

Costa Rica.

= Se determind una baja sensibilidad del PCR para Anaplasmataceae para

detectar A. platys en muestras de sangre de perros.

= Se demostro un 100% de similitud de la secuencia obtenida de un canino de
Costa Rica con el gen 16S ARNTr de A. platys publicado en el Genbank.
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= Se encontrd infeccidn mixta con A. platys y E. canis en 7 muestras de sangre

de perros.

= No se determind un efecto significativo de ninguna de las variables
cualitativas y cuantitativas analizadas en el presente estudio entre grupos de

perros positivos y negativos a A. platys.

6. Recomendaciones
= Informar a los médicos veterinarios sobre la presencia de A. platys afectando

a perros de Costa Rica.

= Continuar con el estudio de deteccién de A. platys con un tamafio de muestra
representativo del pais, que permita conocer la prevalencia de este agente en

perros de Costa Rica.

= Determinar posible presencia de otros miembros de la familia

Anaplasmataceae en perros de Costa Rica.

44



7.  Referencias Bibliograficas

Abrego, L. 2008. Deteccion de Anaplasmataceae en garrapatas colectadas de perros y
Anaplasma platys en muestras de sangre de perros de Costa Rica mediante la
técnica de PCR (Tesis). Heredia, Costa Rica. Universidad Nacional, 48p.

Aguirre, E., M. A. Tesouro, L. Ruiz, I. Amusategui and A. Sainz. 2006. Genetic
characterization of Anaplasma (Ehrlichia) platys in dogs in Spain. J. Vet. Med.
53:197-200.

Allsopp, M. T. E. P. and B. A. Allsopp. 2001. Novel Ehrlichia genotype detected in dogs
in south Africa. J. Clin. Microbiol. 39(11):4204-4207.

Arraga-Alvarado, C., M. Palmar, O. Parra and P. Salas. 2003. Ehrlichia platys (Anaplasma
platys) in dogs from Maracaibo, Venezuela: an ultrastructural study of
experimental and natural infections. Vet. Pathol. 40:149-156.

Baker, D. C., M. Simpson, S. D. Gaunt and R. E. Corstvet. 1987. Acute Ehrlichia platys
infection in the dog. Vet. Pathol. 24:449-453.

Beaufils, J. P., H. Inokuma, J. Martin-Granel, P. Jumelle, M. Barbault-Jumell and P
Brouqui. 2002. Anaplasma platys (Ehrlichia platys) infection in a dog in France:
description of the case and characterization of the agent. Rev. Med. Vet. 153:85-
90.

Brown, G. K., A. R. Martin, T. K. Roberts and R. J. Aitken. 2001. Detection of Ehrlichia
platys in dogs in Australia. Aust. Vet. 79:554-558.

Brown, G. K., P. J. Canfield, R. H. Dunstan, T. K. Roberts, A. R. Martin, C. S. Brown and
R. Irving. 2006. Detection of Anaplasma platys and Babesia canis vogeli and
their impact on platelet numbers in free-roaming dogs associated with remote
Aboriginal communities in Australia. Aust. Vet. J. 84(9):321-325.

Chang, W. L. and M. J. Pan. 1996. Specific amplification of Ehrlichia platys DNA from
blood specimens by two-step PCR. J. Clin. Microbiol. 34:3142-3146.

De la Fuente, J., A. Torina, V. Naranjo, S. Nicosia, A. Alongi, F. La Mantia and K. M.
Kocan. 2006. Molecular characterization of Anaplasma platys strains from dogs in
Sicily, Italy. BMC Veterinary Research. 2:24.

Dumler, J. S., A. F. Barbet, C. P. Bekker, G. A. Dasch, G. H. Palmer, S. C. Ray, Y.
Rikihisa and F. R. Rurangirwa. 2001. Reorganization of genera in the families
Rickettsiae and Anaplasmataceae in the order Rickettsiales : Unification of some
species of Ehrlichia and Anaplasma, Cowdria with Ehrlichia and Ehrlichia with
Neorickettsia, descriptions of six new species combinations and designation of
Ehrlichia equi and HGE agent as subjective synonyms of Ehrlichia
phagocytophila. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 51:2145-2165.

45



French, T. W. and J. W. Harvey. 1983. Serologic diagnosis of infectious cyclic
thrombocytopenia in dogs using an indirect fluorescent antibody test. Am. J. Vet.
Res. 44(12):2407-2411.

Harrus, S., I. Aroch, E. Lavy and H. Bark. 1997. Clinical manifestations of infectious
canine cyclic thrombocytooenia. Vet. Rec. 141: 247-250.

Harvey, J. W., C. F. Simpson and J. M. Gaskin. 1978. Cyclic thrombocytopenia induced by
a rickettsia-like agent in dogs.

Heyman, P., D. Duh, B. Van Der Kuylen, C. Cochez, M. Van Esbroeck, C. Vandenvelde
and T. Avsic-Zupanc. 2007. Molecular and serological evidence for Anaplasma
platys and Babesia sp. Infection in a dog, imported in Belgium, from southern
Spain. J. Vet. Med. 54:276-279.

Huang, H., A. Unver, M. J. Pérez, N. G. Orellana and Y. Rikihisa. 2005. Prevalence and
molecular analisis of Anaplasma platys in dogs in Lara, Venezuela. Braz. J.
Microbiol. 36:211-216.

Inokuma, H., D. Raoult and P. Brouqui. 2000. Detection of Ehrlichia platys DNA in brown
Dog ticks (Ripicephalus sanguineus) in Okinawa Island, Japan. J. Clin. Microbiol.
38(11):4219-4221.

Inokuma, H., K. Kujii, K. Matsumoto, M. Okuda, K. Nakagome, R. Kosugi, M. Hirakawa
and T. Onishi. 2002. Demostration of Anaplasma (Ehrlichia) platys inclusions in
peripheral blood platelets of a dog in Japan. Vet. Parasitol. 110:145-152.

Inokuma, H., K. Ohno, T. Onishi, D. Raoult and P. Brouqui. 2001. Detection of ehrlichial
infection by PCR in dogs from Yamaguchi an Okinawa Prefecture. Jpn. J. Vet.
Med. Sci. 63:815-817.

Inokuma, H., M. Oyamada, P. J. Kelly, L. A. Jacobson, P-E. Fournier, K. Itamoto, M.
Okuda and P. Brouqui. 2005. Molecular detection of new Anaplasma species
closely related to Anaplasma phagocytophilum canine blood from south Africa. J.
Clin. Microbiol. 43(6):2934-2937.

Kontos, V. 1., O. Papadopoulos and T. W. French. 1991. Natural and experimental canine
infections with a Greek strain of Ehrlichia platys. Vet. Clin. Pathol. 20:101-105.

Lester, S. J., E. B. Breitschwerdt, C. D. Collis and B. C. Hegarty. 2005. Anaplasma
phagocytophilum infection (granulocytic anaplasmosis) in a dog from Vancouver
Island. Can. Vet.J. 46:825-827.

Martin, A. R., G. K. Brown, R. H. Dunstan and T. K. Roberts. 2005. Anaplasma platys: an
improved PCR for its detection in dogs. Exp. Parasitol. 109(3):176-180.

46



Mathew, J. S., S. A. Ewing, G. L. Murphy, K. M. Kocan, R. E. Corstvet and J. C. Fox.
1997. Characterization of a new isolate of Ehrlichia platys (order Rickettsiales)
using electron microscopy and polymerase chain reaction. Vet. Parasitol. 68:1-10.

Motoi, Y., H. Satoh, H. Inokuma, T. Kiyuuna, Y. Muramatsu, H. Ueno and C. Morita.
2001. First detection of Ehrlichia platys in dogs and ticks in Okinawa, Japan.
Microbiol. Immunol. 45(1):89-91.

Pinyoowong, D., S. lJittapalapong, F. Suksawat, R. W. Stich and Arinthip Thamchaipenet.
2007. Molecular characterization of Thai Ehrlichia canis and Anaplasma platys
strains detected in dogs. Infect. (en prensa).

Romero, L. 2008. Deteccion molecular de especies de Ehrlichia en perros de Costa Rica
(Tesis). Heredia, Costa Rica. Universidad Nacional, 70p.

Sainz, A., I. Amusategui and M. A. Tesouro. 1999. Ehrlichia platys infection and disease
in dogs in Spain. J. Vet. Diagn. Invest. 11(4):382-384.

Simpson, R. M., S. D. Gaunt, J. A. Hair, K. M. Kocan, W. G. Henk and H. W. Casey. 1991.
Evaluation of Rhipicephalus sanguineus as a potential biologic vector of Ehrlichia
platys. Am. J. Vet. Res. 52:1537-1541.

Suksawat, J., C Pitulle, C. Arraga-Alvarado, K. Madrigal, S. I. Hancock and E. B.
Breitschwerdt. 2001. Coinfection with three Ehrlichia species in dogs from
Thailand and Venezuela with emphasis on consideration of 16S ribosomal DNA
secondary structure. J. Clin. Microbiol. 39(1):90-93.

Unver, A., Y. Rikihisa, M. Kawahara and S. Yamamoto. 2003. Analysis of 16S rRNA gene
sequences of Ehrlichia canis, Anaplasma platys, and Wolbachia species from
canine blood in Japan. Ann. N. Y. Acad. Sci. 990:692-698.

Wilson, J. F. 1992. Ehrlichia platys in a Michigan dog. J. Am. Anim. Hosp. Assoc. 28:
381-383.

47



ANEXO

Ficha de datos recolectados para cada una de las garrapatas analizadas.

ID
Nombre de Clinica Veterinaria
Fecha de colecta
*Propietario y teléfono
Provincia Canton
Raza Edad Sexo | H? MdJ
Nombre
Cantidad de garrapatas infestando al perro: | 1-10 maés de 10
Cantidad de garrapatas colectadas
Primera vez con presencia de garrapatas Si No
Desde cuando
Esta siendo o va a ser tratado contra garrapatas | Si No , cudl
Presencia de sintomas relacionados con Ehrlichiosis Si No
Se le realiz6 prueba diagnoéstica| si No | cuél
Esta siendo o va a ser tratado contra ehrlichiosis Si No cual
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