Rev Inv Vet Perd 2015; 26(1): 111-118
http://dx.doi.org/10.15381/rivep.v26i1.10920

|dentificacion Hematoldgicay Molecular de Anaplasma platys
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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la presencia de Anaplasma platys
en caninos domésticos de Lima Metropolitana con signos clinicos compatibles con
anaplasmosis, mediante la identificacion de corpusculos de inclusion en plaquetas y a
través de la técnica Hemi-Nested PCR en muestras de sangre periférica. Se recolectaron
144 muestras de sangre entre enero y diciembre de 2012. De estas, el 29.2% (42/144) fue
positiva (individuos trombocitopénicos con presencia de corpusculos de inclusion en
plaquetas) y el 12.5% (18/144) result6 sospechoso (individuos no trombocitopénicos y
presencia de corpusculos de inclusion en plaquetas) a la identificacion hematolégica.
Asimismo, 1.4% (2/144) resultd positivo a la prueba de Hemi-Nested PCR. Estos hallaz-
gos confirman la presencia de A. platys en caninos domésticos en el pais.
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ABSTRACT

This study aimed to determine the presence of Anaplasma platys in domestic dogs
of Metropolitan Lima with clinic signs consistent with anaplasmosis by identifying
inclusion bodies in platelets and through the Hemi-Nested PCR technique using peripheral
blood samples. For this purpose, 144 samples were collected between January to December
2012. The results showed that 29.2% (42/144) were positive (thrombocytopenic individuals
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and presence of inclusion bodies in platelets) and 12.5% (18/144) were suspicious (non-
thrombocytopenic individuals and presence of inclusion bodies in platelets) by
hematologic identification. Moreover, 1.4% (2/144) resulted positive to the Hemi-Nested
PCR test. These results confirm the presence of A. platys in domestic dogs in the country.

Key words: Anaplasma platys; hematology; inclusion bodies; platelets; Hemi-Nested

PCR

INTRODUCCION

La trombocitopenia ciclica infecciosa
canina o anaplasmosis trombocitica es una
enfermedad de tipo infecciosa causada por
Anaplasma platys, descrita por primera vez
a fines de la década del 70 por Harvey et al.
(1978). Posteriormente fue reclasificada
como parte del género Anaplasma, dentro de
la familia Anaplasmataceae (Dumler et al.,
2001). Esta bacteria intracelular obligada,
gram negativa, presenta una afinidad hacia
las plaquetas de los caninos (Arraga-Alvarado
et al., 2003) y se transmite principalmente
por la picadura de garrapatas (Greene, 1997)
del tipo Rhipicephalus sanguineus (Sainz
et al., 1999; Inokuma et al., 2000).

A. platys ocasiona cuadros de
trombocitopenia ciclica que pueden durar
entre 7 y 14 dias (Ettinger, 1992). Esta
trombocitopenia es aparentemente de tipo
regenerativa, debido a la hiperplasia
megacariocitica encontrada en la médula dsea
en perros infectados experimentalmente
(Gaunt et al., 1990). Se pueden observar sig-
nos clinicos inespecificos leves como pirexia
y anorexia, asi como petequias y equimosis
(Greene, 1997), que tienden a agravarse en
casos de co-infeccion con Ehrlichia canis
(agente causal de la ehrlichiosis monocitica
canina).
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Existen reportes de A. platys en varios
paises del continente americano. Oscherov

et al. (2011) detectaron en garrapatas
Rhipicephalus sanguineus la presencia de
ADN de A. phagocitophylum (agente cau-
sal de la anaplasmosis granulocitica humana)
y A. platys en el noreste de Argentina, mien-
tras que en Brasil se ha detectado la enfer-
medad en caninos al realizar estudios com-
parativos entre técnicas hematolégicas y
moleculares (Ferreira et al., 2007), asi como
coinfecciones entre A. platys y Ehrlichia
canis mediante PCR (Da Silva et al., 2012).

En Chile se ha detectado la presencia
de A. platys mediante PCR (Abarca et al.,
2007), ademas de anticuerpos contra
Anaplasma en personas que convivian con
caninos infectados (Abarca et al., 2008). Por
otro lado, en Venezuela se detectd A. platys
en trombocitos de caninos (Arraga-Alvarado
et al., 2003; Huang et al., 2005) y en huma-
nos con VIH (Tami y Tami-Maury, 2004).

Las investigaciones sobre enfermeda-
des transmitidas por vectores son de gran
importancia en el pais, sobre todo por la am-
plia distribucion de microorganismos con po-
tencial zoondtico y, mas aun, de aquellos
vectores bioldgicos que contribuyen en su
propagacion. Por esta razon, se llevd a cabo
el presente estudio para caracterizar
hematoldgica y molecularmente a A. platys
en sangre periférica de caninos domésticos
provenientes de Lima Metropolitana.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccion de Canes

Entre enero y diciembre de 2012 se re-
colectaron 144 muestras de sangre periférica
venosa de caninos domésticos, pacientes de
la Clinica de Animales Menores (CAM) de
la Facultad de Medicina Veterinaria (FMV),
Universidad Nacional Mayor de San Mar-
cos (UNMSM), ubicada en el distrito de San
Borja, Lima, Perd. Los animales fueron se-
leccionados segun la presencia de signos cli-
nicos compatibles con trombocitopenia cicli-
ca infecciosa canina, e indistintamente del
sexo y edad. El tamafio muestral establecido
fue de 144 canes, de acuerdo a la formula
para poblaciones infinitas (Daniel, 1996).

Los signos clinicos (criterios de inclu-
sién) que se consideraron compatibles con
anaplasmosis canina fueron depresion, ano-
rexia, pirexia, palidez de mucosas, signos
hemorragicos (petequias, equimosis y uveitis
anterior), linfadenomegalia, esplenomegalia'y
hepatomegalia. El estudio cumpli6 con las
normas éticas para la investigacion estable-
cidas por el Comité de Etica y Bienestar Ani-
mal de la FMV-UNMSM.

Muestras y Analisis de Laboratorio

Las muestras de sangre (3 ml) fueron
tomadas con anticoagulante EDTA. El ana-
lisis hematolGgico y estudio del frotis sangui-
neo se hizo en forma inmediata a la toma de
muestra en el Laboratorio de Patologia Cli-
nica, y una alicuota se guardo en viales de
1.5mla-20 °C enel Laboratorio de Virologia,
ambos de la FMV-UNMSM.

El andlisis hematolGgico se realiz6 utili-
zando el equipo automatizado Abacus Junior
\et 5 (Diatron Group, Hungria). Asimismo,
48 muestras (1/3 del total) fueron seleccio-
nadas de manera aleatoria y procesadas bajo
los métodos clasicos del laboratorio clinico,
con la finalidad de contrastar los resultados
obtenidos a partir del equipo automatizado.
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Asi, se determind el recuento de gl6bulos ro-
jos (x10%/ul) y blancos (x10%/ul) con la cdma-
ra de Neubauer, hemoglobina (g/dl) median-
te el método de la cianometahemoglobina,
hematocrito (%) mediante el método del
microhematocrito, y el recuento diferencial
(%) y plaquetario (x10%/ul) a partir del frotis
sanguineo coloreado con tincion Wright.

Los valores hematoldgicos referenciales
para caninos fueron establecidos por el La-
boratorio de Patologia Clinica de la FMV-
UNMSM (Texto-Guia Patologia Clinica Ve-
terinaria, 2012). La identificacion de corpus-
culos de inclusion (Cl) compatibles con A.
platys fue realizada a partir de los frotis de
sangre y bajo la visualizacion en microscopio
con objetivo de inmersién (100X). Para esto,
se identificaron aleatoriamente 20 campos (10
en monocapa Y 10 en la cola del frotis), y se
hizo la lectura en tres oportunidades.

Finalmente, a nivel hematolégico se con-
sideraron como negativos a la infeccion por
A. platys a aquellos individuos que no pre-
sentaron trombocitopenia y corpusculos de
inclusion compatibles con A. platys en
plaguetas, pudiendo presentar otras citopenias
(anemia, leucopenia). Los individuos sin
trombocitopenia pero con presencia de cor-
pusculos de inclusién en plaquetas fueron
considerados como sospechosos, y aquellos
individuos trombocitopénicos con presencia
de corpusculos de inclusién en plaquetas fue-
ron considerados positivos.

Para el analisis molecular de las mues-
tras obtenidas se us6 la técnica de Hemi-
Nested PCR para la identificacion de ADN
de A. platys empleando tres cebadores con
secuencia de nucleétidos determinada, segun
lo indicado por Chang y Pan (1996).

Anélisis de Datos
Se emplearon cuadros de estadistica
descriptiva para presentar los resultados ob-

tenidos, utilizando medidas de tendencia cen-
tral y dispersion.
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Cuadro 1. Signos clinicos en 144
canes de Lima Metropolitana con

REsuLTADOS
sospecha de anaplasmosis (Lima,

El Cuadro 1 muestra los signos clinicos 2013)
encontrados en los canes muestreados. Los

resultados del analisis hematoldgico se pre-

) ) Signos clinicos %
sentan en el Cuadro 2. A nivel de serie J _ 00)
eritrocitica, los valores promedio de Anorexia 50.0
hematocrito (24 + 7.2%), hemoglobina (8.1 £ Fiebre 12.5
2.44 g/dI) y recuento de gldbulos rojos (3.67 Depresion/Letargia 33.3
+ 1.18 x10%/pl) se encontraron por debajo de Linfoad i 125
los valores referenciales para la especie. Del intoa enome_ga ' '
mismo modo, a nivel de serie leucocitica, el Esplenomegalia 29.2
valor promedio hallado para el recuento total Palidez de mucosas 66.7
leucocitario fu_e de20.18 +17.23 x10_3/ul, es- Secrecion nasal 8.3
tando por encima del rango referencial. Los .
Hepatomegalia 16.7

valores porcentuales circulantes para
neutrdfilos, linfocitos, eosindfilos y monocitos Disnea 8.3

no evidenciaron cambios notorios. Finalmen- Petequias/Equimosis 4.2
te, la serie trombocitica present6 valores pro- Epistaxis 8.3
medio ligeramente disminuidos (178 + 160 o .

Vomitos/Diarreas 20.8

x10%/pl).

Cuadro 2. Examen hematol6gico de muestras de sangre periférica de caninos con signos
clinicos de anaplasmosis canina en Lima Metropolitana (2013)

Variable Promedio D.E. Rango n\olranlw(;rlzzl
Recuento de eritrocitos (x10%/l) 3.67 1.18 0.9-6.7 (5.5-7.5)
Hemoglobina (g/dI) 8.1 2.44 2.3-146 (12-18)
Hematocrito (%) 24 7.2 6-42 (37-55)
Recuento de leucocitos (x10%/ul) 20.18 17.23 0.6-77.2 (8-13)

- Abastonados (%) 0.9 2.81 0-24 (0-3)

- Segmentados (%) 76.15 15.52 26-96 (65-75)

- Linfocitos (%) 22.45 16.53 1-87 (15-30)

- Monocitos (%) 0.1 0.79 0-3 (1-4)

- Eosinofilos (%) 0.7 1.30 0-7 (1-5)

- Basofilos (%) 0 0 0 (0-0.5)
Recuento de plaguetas (x10°/pl) 178 160 80-720 (200-400)

! Rangos referenciales establecidos por el Laboratorio de Patologia Clinica de la FMV-UNMSM
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Cuadro 3. Resultados comparativos entre el analisis hematologico (frotis) y los resultados
del Hemi-Nested PCR para la deteccion de Anaplasma platys (Lima, 2013)

. Analisis hematologico Total
Hemi-Nested PCR — -
Positivo Sospechoso Negativo
Positivo 0 2 0 2
Negativo 42 16 84 142
Total 42 18 84 144

&N

(@)

600ph
100ph

(b)

Figural. (a) Macroplaqueta con presencia de corpusculo de inclusion basdfilo en su citoplas-
ma compatible con Anaplasma platys. Tincién Wright. 1000x. (b) Resultado positivo
al ADN de A. platys en gel de agarosa al 1.5% (pesos moleculares aproximados)

Las 48 muestras sanguineas utilizadas
para contrastar los resultados del equipo
hematoldgico automatizado dieron resultados
equivalentes en todos los parédmetros
hematoldgicos en estudio a las técnicas
hematoldgicas de rutina utilizadas en el labo-
ratorio.

A través del frotis sanguineo se encon-
trd 29.2% (42/144) de muestras positivas y
12.5% (18/144) de muestras sospechosas a
anaplasmosis canina (Cuadro 2), en tanto que
con la técnica de Hemi-Nested PCR (Fig. 1)
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solo se determiné la presencia del ADN de
A. platys en 1.4% de los caninos (Cuadro 3).

Discusion

La evaluacion hematoldgica reflejd, prin-
cipalmente, 66.7% de muestras trombo-
citopénicas, frecuencia considerada como
elevada. La presencia de un cuadro de
trombocitopenia es comin en el caso de in-
fecciones por A. platys, aunque se descono-
ce con exactitud el mecanismo involucrado
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en la disminucion del nimero de trombocitos
(Eddlestone et al., 2007). Algunos autores
plantean la posibilidad de que el microorga-
nismo destruye las plaguetas (Harvey, 2012).
Por otro lado, la escasa cantidad de plaquetas
dificulta la posibilidad de detectar la bacteria
(Chang y Pan, 1996; Ferreira et al., 2008).

La evaluacion del frotis sanguineo para
determinar la presencia de corpusculos de
inclusion en plaquetas (Fig. 1a) evidenci6 29.2
y 12.5% de muestras positivas y sospecho-
sas. Pese a que el cuadro hematoldgico que
se presenta en infecciones por A. platys es
de caracteristica ciclica (Harvey et al., 1978;
Bradfield et al., 1996; Chang y Pan, 1996),
es posible que estos resultados estén relacio-
nados a la activacion plaquetaria a causa de
un proceso inflamatorio, probablemente ge-
nerado por otro agente infeccioso que oca-
siona estructuras similares a cuerpos de in-
clusion intraplaquetarios.

La ausencia de sintomatologia hemo-
rragica en la mayoria de los perros incluidos
en el estudio coincide con lo citado por
Harvey et al. (1978) y Baker et al. (1987),
quienes sugieren que las hemorragias no se
presentan, posiblemente, por la poca dura-
cion de las trombocitopenias en esta enfer-
medad. Del mismo modo, se ha descrito que
A. platys no llega a generar dafos vasculares
o vasculitis significativa en comparacion con
las infecciones por E. canis (Baker et al.,
1987). En caso se manifieste, existen estu-
dios que indican que puede estar relacionada
a la disfuncion plaquetaria producida por la
rickettsia (Gaunt et al., 1990) o a coinfec-
ciones con E. canis (Shaw, 2005).

El 1.4% de muestras positivas A. platys
mediante la técnica de Hemi-Nested PCR
(Fig. 1b) se considera como un porcentaje
bajo, comparado con otros estudios realiza-
dos en otros paises donde la prevalencia fue
mayor (Motoi et al., 2001; Huang et al., 2005;
Martin et al., 2005; Da Silva et al., 2012).
Finalmente, los resultados evidenciaron que
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pueden existir otras causas para la observa-
cion de corpusculos de inclusion compatibles
con A. platys frente a resultados negativos a
PCR, tales como agregados proteinicos
intracitoplasmaticos u otros agentes infeccio-
sos (bacterianos y/o virales) (Ferreira et al.,
2008).

CONCLUSIONES

e EI29.2yel 12.5% de 144 canes con
sintomatologia clinica compatible con
anaplasmosis fue positiva y sospechosa
a la enfermedad, respectivamente, de
acuerdo a la presencia de trombocitopenia
y corpusculos de inclusién en plaguetas.

e EI1.4% de los canes fue positivoal ADN
de Anaplasma platys mediante la téc-
nica de Hemi-Nested PCR.
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