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RESUMEN

Anaplasma platys es una bacteria pleomodrfica intracelular, gramnegativa obligada que afecta
especialmente a las plaquetas del perro, transmitida principalmente por garrapatas. Patdgeno de
importancia relevante en medicina veterinaria y reconocido mundialmente por su potencial
zoonotico. El objetivo del trabajo fue determinar por PCR a tiempo real la presencia de
A. platys en un canino de Asuncién. Destacamos que es la primera evidencia molecular de A.
platys en el pais utilizando el método de gPCR, cuya secuenciaciéon del producto obtenido
confirmd la infecciéon por CP046391.1 Anaplasma Platys con homologia 100%. El desarrollo del
método qPCR contribuye al avance de la investigacion con A. platys, constituyendo una
herramienta mas sensible y especifica para situaciones que indiquen una posible enfermedad
clinica, pero con métodos diagndsticos tradicionales como citologia sanguinea o serologia
negativa.
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Canine detection of anaplasma platys by real-time PCR

ABSTRACT

Anaplasma platys is an obligate gram-negative, intracellular pleomorphic bacterium that
especially affects dog platelets, transmitted mainly by ticks. Pathogen of relevant importance in
veterinary medicine and recognized worldwide for its zoonotic potential. The objective of the
work was to determine by real-time PCR the presence of A. platys in a canine from Asuncién. We
highlight that it is the first molecular evidence of A. platys in the country using the gPCR method,
whose sequencing of the obtained product confirmed the infection by CP046391.1 Anaplasma
Platys with 100% homology. The development of the gPCR method contributes to the
advancement of research with A. platys, constituting a more sensitive and specific tool for
situations that indicate a possible clinical disease, but with traditional diagnostic methods such as
blood cytology or negative serology.
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INTRODUCCION

Anaplasma platys es una bacteria pleomorfica intracelular, gramnegativa obligada que
afecta a las plaquetas del perro, causando trombocitopenia ciclica infecciosa canina. Esta
bacteria fue alojada anteriormente en el género Ehrlichia, pero recientemente ha sido
reclasificada en base a un analisis filogenético del gen del ADN ribosémico 16S (ADNr)
(Dumler et al., 2001). Aungue este agente es importante para la clinica de animales
pequefios, A. platys tiene una amplia gama de huéspedes, incluidos los felinos (Correa et
al., 2011), bovinos (Dahmani et al., 2015), camellos (Li et al., 2015) y humanos (Arraga et
al., 2014; Breitschwerdt et al., 2014; Maggi et al., 2013).

Se presume que la garrapata R. sanguineus es el vector principal de A. platys (Inokuma et
al., 2000, Sanogo et al., 2003). Se determind presencia del patégeno en adultos y ninfas
de R. sanguineus recolectadas de perros negativos, lo que sugiere que puede estar
ocurriendo una transmision transstadial (Ramos et al., 2014). Recientemente, un estudio
sugiere que A. platys puede transmitirse verticalmente de la perra prefiada a la
descendencia (Latrofa et al., 2016).

El patégeno se encuentra en perros con trombocitopenia leve y grave, pero también en
los asintomaticos. Ademas, la coinfeccién con otros patégenos transmitidos por vectores
influyen en la gravedad de la infeccién por A. platys (de Caprariis et al., 2011, Eiras et al.,
2013). Existe evidencia de la presencia de A. platys en perros de todo el mundo. En
Ameérica del Sur, se han reportado perros infectados en Argentina, Brasil, Chile, Venezuela
y Paraguay (Abarca et al., 2007, Cicuttin et al., 2014, Eiras et al., 2013, Lasta et al., 2013,
Santos et al., 2009, Suksawat et al., 2001; Tintel el al., 2016).

En Paraguay hay pocos estudios publicados sobre patégenos transmitidos por garrapatas
gue afectan alos perros. El objetivo del presente trabajo fue determinar por PCR a tiempo
real la presencia de A. platys en un canino de Asunciéon. Destacamos que es la primera
evidencia molecular de A. platys en el pais utilizando el método de gPCR.
METODOLOGIA

Anamnesis

Canina hembra de raza pitbull de 10 afios con sintomatologia clinica inespecifica;
manifestando hipertermia (40.2° C), apatia, inapetencia, membranas mucosas palidas,
fatiga, movimientos incoordinados, poliartritis, miositis y enteritis hemorragica. El animal

fue examinado y se recogieron muestras para citologia sanguinea y moleculares.
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Microscopia Optica

Se preparé frotis de sangre periférica, las ldminas se fijaron en metanol, se tifieron con
Giemsa y se sometieron a microscopia de inmersiéon (100X) para permitir la visualizacion
de morulas en plaquetas. Se evaluaron 100 campos por lamina.

Andlisis Molecular

La extraccién de ADN se realizé a partir de muestra de sangre central con EDTA utilizando
kit comercial Gene JET Genomic DNA Purification Kit® (#K0722; ThermoScientific,
Waltham, MA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La muestra de ADN aislada se
almacend a -209C para su posterior utilizacion.

La muestra se examiné mediante la amplificacion por PCR a tiempo real (QPCR) de ADN
de un fragmento conservado del gen 16S rRNA (345 pb) de bacterias de la familia
Anaplasmataceae.

Mediante un conjunto de cebadores especificos Primer Forward (5'-
GGTACCYACAGAAGAAGTCC-3") Primer Reverse (5-TAGCACTCATCGTTTACAGC-3).
(Parola et al., 2000).

La PCR se realizd en un volumen final de 20 ul, utilizando 10 uL del HRM PCR MasterMix®
(QIAGEN, Germantown, MD), con una concentracion final de ADN entre 30 ng/uL y 50
ng/uL, y ambos cebadores con una concentracién final de 0,5 uM.

La PCR se ejecutd en el termociclador Rotor-Gene 6000® (QIAGEN), y las condiciones del
ciclado fueron: desnaturalizacion inicial a 952C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 952C por 10 segundos, hibridacion a 602C por 30 segundos y
extension a 722C durante 10 segundos.

Identificacion de Especie de la Familia Anaplasmataceae

Para determinar la especie, se realizé el andlisis HRM de la disociacion del amplicon
inmediatamente después de la conclusion de la PCR en tiempo real. El rango de fusidn se
establecid entre 802Cy 909C, con una pendiente de 0,1° C/seg. El andlisis de la curva HRM
se realizé con el software Rotor Gene 6000 version 2.1.0 (QIAGEN).

El fragmento obtenido fue secuenciado por la empresa Macrogen (Geumcheon-gu, Seul,
Corea). Las secuencias de nucledtidos obtenidas fueron verificadas y purificadas
utilizando el software Bioedit version 7.0. Las secuencias de nucledtidos se compararon
con las disponibles en la base de datos publica utilizando el algoritmo Blastn del NCBI

BLAST.
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Posteriormente, se realizé un alineamiento multiple de las secuencias obtenidas
aplicando el algoritmo ClustalW, comparandolas con las secuencias de los genes
depositados en el NCBI GenBank.

RESULTADOS Y DISCUSION

El examen microscopico del frotis de sangre periférica reveld presencia de inclusiones
basdfilas intraplaquetarias compatibles con morulas de A. platys. (Fig. 1)

Teniendo en cuenta la sintomatologia inespecifica, mas el hallazgo microscdpico se inicid
la terapia antibiodtica con doxiciclina 5mg/kg cada 12h por 28 dias, con remisién total de
sintomas a las 48h.

Consecuentemente, la prueba de gPCR revelé ADN de la familia Anaplasmataceae en la
sangre del canino (Fig. 2). El analisis de la secuenciacion del producto por gPCR identificd
100 % homologia con la especie A. Platys (acceso CP046391.1) mediante comparaciones
de secuencias realizadas utilizando la herramienta bdsica de busqueda de alineacién local
(BLAST) contra la base de datos GenBank.

A. platys va marcando protagonismo en lo que refiere medicina veterinaria a nivel
mundial (Rodriguez et al. 2016), esto se debe principalmente a su vector Rhipicephalus
sanguineus, siendo la especie de garrapata mas reportada y con mayor distribucién
geografica (Sosa et al., 2016; Cabezas-Cruz et al., 2019). Estos patdgenos van en aumento
debido a la actividad del ser humano que ha generado cambios radicales en el medio
ambiente, favoreciendo las enfermedades transmitidas por vectores (Suthers, 2004),
siendo necesaria la estandarizacion de técnicas precisas, rapidas y eficaces para la
deteccién de estos microorganismos zoondticos en las regiones Tropicales y
Subtropicales.

Figura 1: Inclusion basdfila intraplaquetaria de A. platys. Tincion Giemsa. 100X
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Figura 2: Amplificacion por gPCR del gen 16s de la familia Anaplasmataceae.
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Muestra 1 corresponde al control positivo. Muestra 5 ADN canino con A. platys. Muestra

8 NTC, y las demads muestras incluidas corresponden con caninos negativos.

CONCLUSIONES

Este articulo presenta el primer caso de anaplasmosis platys canina mediante el método

gPCR. Se confirmd mediante resultados de secuenciacion del fragmento del gen 16 S

rRNA bacteriano detectado en la sangre del paciente, correlacionandose con la inclusion

intraplaquetaria y la respuesta favorable al tratamiento. Este estudio proporciona
evidencia molecular adicional que respalda la infeccién.
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