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EVIDENCIAMOLECULAR DE ANAPLASMA PLATYS EN
CA INOS DOMESTICOS DE LA CIUDAD AUTONOMA
DE BUENOS AIRES

CicuTTiN, G.L."; NAvARRO O"CONNOR, M.!; LOBO, B.% JADO, 1.28 ANDA, P2

RESUMEN

Las ehrlichiosis y anaplasmosis son importantes enfermedades emergentes que afectan humanos
y animales. Con el objetivo de detectar 6 iti por se it 135
caninos domésticos con un alto nivel de i io del barrio con i basicas
insatisfechas Villa N° 15 "Ciudad Oculta" de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires (Argentina).
Todos los animales estaban ii con ga as del complejo Rk Para
la deteccion de estos patogenos se utilizé una PCR miltiple combinada con hibridacién en fase
reversa. Se encontr6 un 33,3 % de los caninos positivos a A, platys, agente de
canina. Estudios adicis n distintas i de caninos ésticosy en podrian

contribuir a la deteccion de cuadros clinicos en animales asi como a la caracterizacion molecular de
este microorganismo.
Palabras claves: Anaplasma platys, Ciudad de Buenos Aires, caninos.

SUMMARY

1] evi of A I platys in dogs from Buenos Aires.

Ehrlichiosis and anaplasmosis are important emerging diseases that affect humans and animals. In
order to detect pathogens transmitted by ticks we studied 15 domestic dogs from poor neighborhood
VillaNo. 15 "Ciudad Oculta”, in Buenos Aires city (Argentina). All animals were highly infested with
ticks from the Rhipicephalus sanguineus complex. For the detection of these pathogens, we used a
multiplex PCR and subsequent reverse line blot hybridization. We found 33.3% of positive dogs for
Anaplasma platys, agent of canine anaplasmosis. Additional studies in different populations of dogs
and ticks may contribute to detect clinical cases in animals and molecular characterization of this
organism.
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INTRODUCCION

con otras ehrlichias y anaplasmas) y
mediante técnicas de amplificacion de

Las ehrlichiosis y anapl son
consideradas importantes enfermedades
emergentes transmitidas por vectores que
afectan tanto a humanos como a animales.
Son producidas por bacterias Gram nega-
tivas, pleomorficas, intracelulares obligadas
que infectan células de distintas lineas
sanguineas de una amplia variedad de mami-
feros y principalmente transmitidas por
garrapatas (Dagnone et al., 2009; Ramos et
al., 2009). Anaplasma platys es la Gnica que
afecta a los trombocitos, tiene distribucion
mundial y se transmite por las garrapatas del
complejo Rhipicephalus sanguineus
(Moraes Filho et al.,2011; Nava er al., 2009).
A. platys es el agente causante de la anaplas-
mosis canina, también denominada tromboci-
topenia ciclica infecciosa canina, la cual
resulta generalmente leve, cursando en
ocasiones de forma subclinica, puede
producir fiebre, anorexia, petequias, uveitis,
adenopatia generalizada, leucopenia, anemia
moderada, hipergammaglobulinemia modera-
da, hipoalbuminemia, hipocalcemia y
especialmente trombocitopenia. La tromboci-
topenia ocurre en episodios de 3-4 dias y a
intervalos de 7-21 dias, los valores minimos
de plaquetas se observan en el pnmer

de 4cidos (PCR) (De
La Fuente et al., 2006; Ramos et al., 2009).
En cuanto al vector, estudios realizados
sobre el complejo Rh. sanguineus, indican
que ten diferentes esp en América,
siendo probablemente en Argentina y
Uruguay introducidas desde Europa,
mientras que en Brasil, Paraguay, Pert y
Centroamérica procedentes desde Africa
(Moraes Filho et al.,2011; Nava et al.,2009).
El objetivo de este estudio fue detectar
la presencia de patégenos transmitidos por
garrapatas en un grupo de caninos domés-
ticos con alto nivel de infestacion por ga-
rrapatas, provenientes de un barrio con ne-
cesidades basicas insatisfechas de la
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
(CABA).

MATERIALES Y METODOS

En el mes de Diciembre de 2004 se reco-
lectaron 15 muestras de sangre entera de
caninos domésticos de Villa N° 15 "Ciudad
Oculta" de la CABA (34°40'8.25"S /
58°29'29.46"0). Se seleccionaron animales,

episodio, con el tiempo la tromt
ciclica da paso a una lrombocnopema cronica
de lenta recuperacion. Estas variaciones en
las manifestaciones clinicas hasta el
momento no se han asociado con las distintas
cepas existentes (Abarca et al., 2007; De La
Fuente et al., 2006; Santos et al., 2009). El
diagnéstico puede |eal|7arse nmdxamc la
deteccién de las inclusi

con una alta por garrapatas (inas
de 15 ejemplares adultos prendidos). Las
muestras sanguineas se extrajeron por pun-
cion de vena cefilica o yugular bajo el con-
sentimiento de los propietarios de los cani-
nos. Se utilizo como anticoagulante citrato
de sodio al 3,2 % y se conservaron a -70°C
hasta su procesamiento. De cada animal tam-

compatibles por tincion de Giemsa en frotis
sanguineos (con baja sensibilidad y
especificidad), por serologfa (la inmunofluo-
rescencia indirecta es la téenica mas utilizada,
aunque puede presentar reacciones cruzadas
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bién se recol on garrapatas en forma
manual para su identificacion taxonémica si-
guiendo las claves descriptas (Boero, 1957).
A su vez, se registraron las siguientes varia-
bles: sexo, raza, edad y habitos (domici-liario:
el animal sale fuera del hogar en forma con-
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trolada / peridomiciliario: sale sin control /
vagabundo: sin duefio determinado).

La extraccion de ADN a partir de la sangre
entera se realizo mediante cl kit comercial
QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN). Se
realizaron 3 PCRs multiples: para Anaplasma
spp./Ehrlichia spp./Neorickettsia spp. y
Coviella burnetii (168 'IRNA Y hipAB -1S1111-
respectivamente); Bartonella spp. y
Francisellaspp. (16S rRNA y IpnA); y Borrelia
spp. y Ricketisia spp. (165 rRNA y 238-58
rRNA). Y una cuarta PCR simple para la de-
teccionde 4. phagocytophilum (msp2). (Anda
etal.,2006,2011; Bandarika et af,, 2007; Escu-
dero ef al., 2008; Garcia et al., 2008; Toledo e/
al.,2009). Las PCRs combinadas con las son-
das especificas para la hibridacion en fase
reversa (RLB de sus siglas en inglés: reverse
line blot), son capa-ces de detectar Anaplasma
phagocyto-philum, 4. marginale, A. centrale,
A. ovis, A. platys, Bartonella sp., Borrelia
sp., Coxiella burnetii, Ehrlichia chaffeens
E. ewingii, E. canis, E. ovina, E. muris, E
ruminatum, Francisella sp., Neorickettsia
sennetsu, N. risticii y Rickeltsia sp. (grupo
de las fiebres manchadas y grupo de las fie-
bres tificas) (Cuadro 1)

La positividad para cada especic bacte-
ria-na se analizo de acuerdo a las variables
por medio de pruecbas 2 o test de Fisher
utili-zando el paquete estadistico SPSS (ver-
sion 15.0, SPSS Ibérica, Madrid, Espatia). EI
nivel de significacion fue fijado en p <0,05.

RESULTADOS

E166,7 % de los caninos muestreados eran
machos, en su mayoria de raza indefinida (93,3
%), deentre 1 y 7 afios (66,7 %) y con habitos
peridomiciliarios (86,7 %). Serecolectaron 377
garrapatas de estos animales, todas identi-
ficadas como pertenecientes al complejo 2/,
sanguineus (260 adultos y 117 ninfas).
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El 33,3 % de las muestras de sangre
analizadas mediante PCR/RLB resultaron
positivas a A. platys (figura 1). De estos
positivos, el 60 % fueron machos, el 60 %
tenian menos de 1 afio de vida y todos eran
de raza indefinida y con habitos perido-
miciliarios. Para el resto de los patdgenos
evaluados todas las muestras resultaron
negativas.

DISCUSION

Diversos métodos diagnosticos por PCR
son utilizados para el diagnéstico de estos
patogenos en sangre de caninos domésticos,
la ventaja de la combinacién con RLB es que
permite la deteccion e identificacion de
numerosos patogenos al mismo tiempo
(Sparaganol ef al.,2003). En nuestro estudio,
A. platys fue la (inica especie detectada en la
sangre de estos animales.

Los niveles de positividad para 4. platys
en caninos varian desde aproximadamente
un 19 % en el Caribe, 16 % en Venezuela y
Brasil (aunque con desigual distribucion se-
gun laregion del pais), 20 % en Chile hasta
un 6-9 % en Espafia y 4 % en Italia (Abarca
el al., 2007; Dagnone et al., 2009; De La
Fuente et al., 2006; Ramos ef al.,2009; San-
tos et al., 2009; Solano-Gallego et al., 2006).
Estas variaciones estan relacionadas con
la poblacién canina estudiada (cantidad de
muestras y tipo de poblacién canina estu-
diada), los niveles de infestacion por garra-
patas y el método diagndstico utilizado
(Santos et al., 2009; Solano-Gallego et al.,
2006). Segun nuestro conocimiento, esta es
la primera deteccién molecular de A. platys
en caninos domésticos de Argentina. El alto
porcentaje de infeccion encontrado en nues-
tro estudio probablemente se deba a la po-
blacién canina analizada, compuesta por
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individuos procedentes de barrios con ba-
jos recursos y con un elevado nivel de in-
festacion por el vector Rh. sanguineus, su-
madoa laalta sensibilidad de la metodo-logia
diagnostica. Dado el pequefio nimero de
muestras analizadas no se puede inferir di-
ferencias en la infeccion debidas a las varia-
bles estudiadas (edad, sexo, raza y habi-tos).
En Argentina, 4. platys ha sido hallada en
garrapatas del complejo Rh. sanguineus re-
colectadas en caninos domésticos de un drea
urbana de Corrientes, con una metodologia

molecular similar a la realizada en nuestro
estudio (Oscherov et al.,2011).

En cuanto al rol zoonético de A. platys,
los datos de estudios actuales disponibles
no son concluyentes (Abarca et al., 2007;
Ramos ef al., 2009). En Venezuela, s¢ han
encontrado inclusiones citoplasmaticas de
estos patogenos en plaquetas de pacientes
infectados con el virus de la inmunode-
ficiencia humana, pero no se ha identificado
de forma fehaciente el agente implicado (Tami
& Tami, 2004). Por otra parte, en Argentina,

Cuadrol: Secuencias de oligonucleétidos y sondas utilizadas en este estudio.

Organismo | MNomtre | Diara | Secuendia (5°3) | Reernca
OlignEIesidos N
A phagocyicphium | MISPOF | mspZ Tokdo efal, 2009
MSPIR ms, Tokdo etal, 2008
TchTa/ Araplasime Fnda el
Neorickettsia spp. 16S/AE-Amod | 168 rANA | Andaetal, 2006
Barionela spp. P2dEmod CCTTCA Garcia et a1, 2008
T6SR. G Garcia of o, 2008
Torda s, BORF [Giefal. 2006 ]
638 G el a1, 2005
Cox7ela bumeti Trans 1 TATGTATCCACCGTAGCCAGTC Bandarika et .,
2007
T2 FipAB GCCCAACA TATIC Bandarka el a
2007
Francisella spp. | FT503 IpnA B-GYAGGIT TAGCKAGCTGITCTAC Escudero efal., 2008
25 2 | Escudero efal. 2008 |
[Roetsasep FCKZESF | 23555 | GATAGGTCRGRIGTGGAAGCAC Jach ef al, 2006
| FCKZB5R | 23555 TIC Tad et al, 2008
TRNA it
T S e s S [ e
Anaplasmas, SMSP2 s} 2GGT TACGAGCGCTT CAAGACT Toledo efal,, 2009
™A phagocytophim, S e seam TATA [Anda efal, 2006 |
|_A bovis, A equi
h THA TESTANA | oA [ Ada elal, 2008
SWCO T6STANA | &CAGCTIGCTGCGIGTATGG ‘Anda efal, 2006
W 765 (ANA_| & GAACAATICCTAARTAGICTC 7nda e, 2006
CANOVIN | 16S ANA | aGGACAATTATTTATAGCCTCTGGC | Anda efal, 20
UR 1165 ANA_| & CGAACGGATAGCTACCCATAGC Anda efal, 2011
PLA 165 1ANA | & GATTITIGICGTAGCTTGCTATG =
T6S 1ANA_| & GGAATCAGGGCTGCTTGCAG.
AIST | 165 ANA_| 2 GGAATCAAAGCTGCTTGC.
[E ToST = ATTTA
[“Bartonella spp. T16S 1ANA_| &CTCGCCCTTAGITGCCAGCATT
Borrdia spp. 165-BOR | 165 (ANA_| &GAGGAMTAAGCTITGIAGGAAATGACA
Coxiella bumeT bumeti | hpAB ‘2 GCAAGAATACGGAGTCACGA
F. wilarersis PTUL A FACAT. FCAGACAG Escudero efal., 2008
tularersis,
tlrensis holarctica,
tularercis novidda |
Endesmmbiontestipo- | PENDOZ | JorA aCAGCTACATC EsGucero efal, 2008
sella
Ridkeffsia spp. GP-RICK 23558 TGATTTACTTIG Jado ef al, 2006
TANA
Fickotisia Grupo e 23555 | aACTCACAARGTTATCAGGT Jad el al, 2006
Fichros Manchadas TRNA
Ficketisia Grupo PG 23555 | @GTTATICTATCGTTTTATGTYACG Jad eral, 2006
Tieas IANA v

b biotiv; a- grupo amino
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Fig. I: Resultados del RLB, Detalle de los resultados de las sondas especificas de la familia
Anaplasmataceae. En las filas: sondas especificas para Anaplasma spp. (S-MSP2); A.
phagocytophilum, A. bovis y A. equi (S-PHA); E. chaffeensis (S-CHA); A. marginale, 4. centrale y A.
ovis (S-MCO); E. ewingii (S-EWI); E. canis y E. ovina (S-CANOVIN); E. muris (S-MUR); A. platys
(S-PLA); N. sennetsuy N. risticii (S-SEN/RIST); E. ruminatum (S-RUM). En las columnas: C+ (ala
izquierda de la figura): control positivo RLB; C-: control negativo de PCR: C+ (a la derecha):
controles positivos de PCR; calles 9, 11, 13, 14y 16: muestras positivas a Anaplasma platys.

Ehrlichia chaffeensis, agente de la
ehrlichiosis monocitica humana, ha sido
hallada en estudios serologicos humanos y
en garrapatas Amblyomma parvum (Toma-
ssone et al., 2008), destacandose la impor-
tancia de los patogenos de la familia
Anaplasmataceae como agentes zoonéticos
en nuestro pais.

En un futuro se deberian ampliar los
estudios sobre 4. platys en distintas
poblaciones de caninos domésticos asi como
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