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Resumen

La anaplasmosis canina es una infeccion provocada por Anaplasma platys, una bacteria
intraplagqueatria capaz de ocasionar la trombocitopenia ciclica canina, aunque en
ocasiones puede infectar otros mamiferos e incluso humanos. El principal vector de la
enfermedad lo constituyen las garrapatas marrones del perro Riphicephalus
sanguineous, cuya distribucion cosmopolita ha incrementado el nimero de casos
positivos en toda Latinoamérica, pero especialmente en paises con climas tropicales y
subtropicales, entre los cuales se encuentra Ecuador. Por tanto, durante el presente
estudio se evaluod la presencia de A. platys en 102 muestras de sangre total obtenida de
caninos provenientes de refugios en Santo Domingo, Chone, y una clinica veterinaria de
Bahia (54, 22 y 26 respectivamente). Se empled el diagndstico directo con microscopia
Optica de frotis sanguineos, analisis molecular con PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa) y RFLP (Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica). Entre los
resultados se determin6 una prevalencia del 0% para Santo Domingo y Bahia, ya que
ninguna muestra fue positiva para A. platys, mientras que en el refugio de Chone, se
determiné una prevalencia del 31,81% que representa 7/ 22 perros infectados, ademas,
se identific6 que los dos albergues existe un alto porcentaje de contacto garrapata-
perro, lo que deja en claro la alta exposicion que sufren los animales al vector tanto
fuera como dentro del refugio, debido a las pocas medidas de control sanitario que

existe en el Ecuador para regular la propagacion de estos ectoparasitos.

e ANAPLASMA PLATYS
e RIPHICEPHALUS SANGUINEOUS
e TROMBOCITOPENIA CICLICA

e ZOONOSIS
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Abstract

Canine anaplasmosis is an infection caused by Anaplasma platys, an intraplacheatria
bacterium capable of causing canine cyclic thrombocytopenia, although it can
occasionally infect other mammals and even humans. The main vector of the disease is
the brown dog tick Riphicephalus sanguineous, whose cosmopolitan distribution has
increased the number of positive cases throughout Latin America, but especially in
countries with tropical and subtropical climates, including Ecuador. Therefore, during the
present study, the presence of A. platys was evaluated in 102 whole blood samples
obtained from canines from shelters in Santo Domingo, Chone, and a veterinary clinic in
Bahia (54, 22, and 26, respectively). Direct diagnosis was used with light microscopy of
blood smears, molecular analysis with PCR (Polymerase Chain Reaction) and RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism). Among the results, a prevalence of 0%
was determined for Santo Domingo and Bahia, since no sample was positive for A.
platys, while in the Chone refuge, a prevalence of 31.81% was determined, which
represents 7/22 dogs. infected, in addition, it was identified that the two shelters have a
high percentage of tick-dog contact, which makes clear the high exposure that animals
suffer to the vector both outside and inside the shelter, due to the few sanitary control

measures that exists in Ecuador to regulate the propagation of these ectoparasites.

e ANAPLASMA PLATYS
e RIPHICEPHALUS SANGUINEOUS
e CYCLIC THROMBOCYTOPENIA

e ZOONOSIS
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Capitulo I: Introduccién

1.1. Formulacién del problema

La anaplasmosis canina se considera una enfermedad de alto interés veterinario
y médico que afecta principalmente a perros en todo el mundo, sin embargo, existen
reportes de contagio en gatos y humanos. La infeccién es transmitida por vectores que
sirven como hospedadores de las bacterias Gram-negativas. Este hemotrépico
intracelular del género Anaplasma y especie Anaplasma platys (A. platys), tiene la
capacidad de invadir las células sanguineas y ocasionar la disminucién del numero de

plaguetas en la sangre del animal infectado (Atif et al., 2021).

El cuadro infeccioso en los caninos recibe el nombre de trombocitopenia ciclica
canina infecciosa, y se trasmite de un hospedador a otro a través de la garrapata marrén
del perro Rhipicephalus sanguineus (R. sanguineus). Gracias a este vector cosmopolita,
la anaplasmosis canina ha sido detectada en todos los continentes, pero se considera
potencialmente endémica en solo cuarenta y tres paises, ademas, la estimacion de
contagios en humanos, ha determinado que la enfermedad es de caracter zoondtico

(Ybafiez et al., 2016; Arraga-Alvarado et al., 2014).

La presencia de garrapatas R. sanguineus en zonas tropicales y subtropicales,
ha permitido que gran parte de los paises latinoamericanos presenten cada vez una
mayor incidencia de anaplasmosis canina, ya que Latinoamérica es una region con déficit
en la tenencia responsable de mascotas y control de vectores infecciosos como las
garrapatas (Maggi & Kramer, 2019). Segun Eiras et al., (2013) se ha identificado A.platys
en perros muestrados de comunidades en Chile, Venezuela y Brasil, sin descartar la
posibilidad de transmicién zoondtica, ya que las personas de varias localidades conviven

con canes infectados de estos vectores.
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En Ecuador, un pais de Latinoamérica con clima tropical, no se han reportado
oficialmente casos de infecciones provocadas por A. platys en caninos, mas que en la
region Insular, aunque exista la prevalencia de R. sanguineus en varias regiones del pais

(Jimenez et al., 2020).

En las ciudades de Santo Domingo, Chone y Bahia, los voluntarios de los
albergues caninos reportan la evidencia de signos clinicos dentro de las instalaciones
(comunicacién personal), que podrian resultar positivos para A. platys, debido a las
condiciones de abandono prolongado y contacto directo con las garrapatas que han

sufrido los perros gque llegan a estos centros de acopio.

1.2. Justificaciéon

La anaplasmosis canina se esta convirtiendo cada vez mas en una enfermedad
de alto interés investigativo en toda Latinoamérica, ya que los factores climaticos y
sociales en torno a la falta de responsabilidad en el cuidado de mascotas, han conllevado
a que la incidencia de A. platys aumente significativamente en el continente durante los
tltimos afios (Maggi & Kramer, 2019). Los sintomas que presentan los canes infectados
van desde fiebre, pérdida de peso, anorexia, letargo, mucosas palidas, uveitis bilateral,
secrecion nasal, epistaxis hasta linfadenomegalia e incluso la muerte del animal, si no
hay tratamiento previo (Atif et al., 2021). También cabe recalcar, que el CDC (Centro de
Control y Prevencion de Enfermedades) informé que después del primer caso de A. platys
en humanos en 1992, la infeccion ha sido propagada, presentdndose al menos 5655
nuevos casos hasta el 2019 en toda América, lo que intensifica la necesidad de llevar a
cabo estudios de deteccidn y control del patdgeno en el mayor nimero de paises donde

aln no existen reportes (Centers for Disease Control and Prevention, 2021).



17

El gran potencial zoonético que tiene A. platys y la falta de informacion acerca de
anaplasmosis canina en el Ecuador, impulsa a la realizacion de investigaciones para
determinar la presencia o no del patégeno en varias zonas del pais de clima calido como
Santo Domingo de los Tsachilas, Chone, y Bahia de manera que se puedan obtener datos
actualizados de la prevalencia de la enfermedad en esta provincia, y asi, precautelar el
bienestar sanitario de los animales, incrementar el control de los vectores y poder

disminuir la potencialidad zoonotica de esta enfermedad.

1.3. Objetivos del proyecto

1.3.1 Objetivo general

Identificar y caracterizar molecularmente Anaplasma platys en caninos del

albergue “Narices Frias” de Santo Domingo de los Tsachilas.
1.3.2 Objetivo especifico
Determinar la presencia de Anaplasma platys mediante frotis sanguineos.

Caracterizar molecularmente Anaplasma platys en caninos provenientes del

albergue “Narices Frias” de Santo Domingo de los Tsachilas.

Analizar y construir mediante herramientas bioinformaticas el arbol filogenético de

las muestras positivas para Anaplasma platys.
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Capitulo Il: Marco tedrico

2.1. Generalidades
La anaplasmosis canina es una enfermedad virulenta no contagiosa que se
transmite por garrapatas, las cuales son los principales vectores de las bacterias del
género Anaplasmataceae, responsables de ocasionar dicha afeccidén tanto en animales

como humanos (Bakken & Dumler, 2010; Atif et al., 2021).

El género Anaplasma comprende bacterias patdbgenas Gram negativas
intracelulares obligatorias, y tienen la capacidad de infectar y reproducirse en el interior
de algunas células sanguineas como plaquetas, eritrocitos y algunos glébulos blancos.
Dentro de su clasificacion, se puede encontrar algunas especies como A. ovis, A. bovis,
A. platys, A. marginale, A. phagocytophilum, que infectan distintos mamiferos (Rar et al.,

2021).

Al igual que otras enfermedades transmitidas por garrapatas, la anaplasmosis
canina causa signos clinicos como fiebre, malestar general, secrecion nasal, pérdida de
peso, linfadenomegalia, entre otros sintomas (McFee, 2018). La primera vez que se
describié A. platys fue en la publicaciébn de Harvey et al., (1978) donde se identificé al
agente causante de la trombocitopenia ciclica canina infecciosa en un perro de Florida,
Estado Unidos, el cual habia estado en contacto con garrapatas, posterior a ello, se
informo que el principal vector de la anaplasmosis canina era Rhipicephalus sanguineus

y que ademas, la bacteria podia infectar humanos (El Hamiani Khatat et al., 2021).

2.2. Anaplasma platys

Anaplasma platys es una bacteria intracelular Gram negativa, que hasta el
momento se la conoce como el Unico agente capaz de infectar especificamente las

plaguetas de un organismo, se transmite por garrapatas y ocasiona la trombocitopenia
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ciclica infecciosa en perros, sin embargo, también ha sido reportada en gatos y humanos,

produciendo las mismas afecciones (Valenciano et al., 2014).

Figura 1

Frotis de Anaplasma platys

")

Nota. Adaptado de “Detection of Anaplasma platys in dogs and Rhipicephalus sanguineus
group ticks by a quantitative real-time PCR” (p.2), por Nascimento Ramos et al., 2014,

Veterinary Parasitology, 205 (1-2).

Las bacterias de A. platys presentan una estructura que varia de 350 a 1250 nm
de didmetro, son de forma redondeada poco definida, semejante a un frijol y tienen una
doble membrana celular, dentro de las plaquetas, los microorganismos aparecen como

un grupo de inclusiones, pues tal parece, primero se adhieren a la célula plaquetaria y
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después ingresan en ella a través de endocitosis, una vez que parasitan las plaquetas,
se reproducen por fision binaria dentro de vacuolas y forman mérulas (Harvey J. W.,

2012).

Los microrganismos A. platys se pueden apreciar en el microscopio al tefiir un
frotis de sangre con reactivos de Giemsa, Wright o azul de metileno como se observa en
la figura 1, ya que dentro de las plaquetas infectadas, las inclusiones del patégeno se
colorean de azul-negro, siendo faciles de identificar, no obstante, cualquier tipo de tincién
requerira un prueba de diagndstico que determine el estadio de la enfermedad (Harvey,

2012; Valenciano et al., 2014).

2.3. Vectores

Uno de los principales vectores que ha contribuido a la propagacion de patégenos
a nivel mundial son las garrapatas, segin Rymaszewska & Grenda (2008) la
anaplasmosis es una enfermedad tipica de transmision por ectoparasitos, por lo que es

considerada una CVBD (enfermedad transmitida por vectores de compafiia).

El hecho de reconocer a la especie Rhipicephalus sanguineus como principal
vector de la enfermedad, ha sido evidenciada por Cardoso et al., (2020) puesto que
durante una investigacibn en Europa, se encontré A. platys en una hembra de R.
sanguineus que parasitaba un canino, ademas, se sabe que este ectoparasito tiene una
alta especificidad a un solo huésped, los caninos, por lo que es comunmente llamada

como la garrapata marrén del perro.

La presencia del vector ha sido establecida en todas las regiones del mundo, por
lo que se considera cosmopolita, sin embargo, existe mayor prevalencia en lugares con
climas tropicales y subtropicales, dentro de los cuales se encuentra Ecuador

(Rivadeneira-Barreiro et al., 2021; Jimenez et al., 2020).
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Las R. sanguineus son de color marrén rojizo y cuerpo alargado, se desarrollan
en tres anfitriones distintos de los cuales el ser humano puede ser uno accidental, no
obstante, cabe recalcar que el comportamiento de las garrapatas se ve influenciado por
los ritmos estacionales y ciclos diurnos de las poblaciones, por lo que la temperatura y
humedad influenciardn en determinar los huéspedes potenciales para la misma

(Rymaszewska & Grenda, 2008).

2.4. Taxonomia

La familia Anaplasmataceae se encuentra incluida en el Orden de bacterias
Rickettsiales, las cuales se caracterizan por tener un tropismo particular hacia las células
sanguineas y utilizar un huésped intermediario como las garrapatas para llegar al

organismo definitivo (Dumler et al., 2001).

En principio, las Anaplasmataceae eran nombradas y clasificadas acorde a su
patogenia, por lo que existian solo tres especies de Anaplasma; A. marginale, A. centrale
y A. ovis, sin embargo, Dumler et al., (2001) reorganizaron la clasificacion taxonomica de
todo el orden Rickettsiales, basandose en analisis filogenéticos de 16S y el gen groESL,
lo que dio como resultado la modificacion de la familia preexistente Ehrlichiaceae, de
manera que al género Anaplasma le fueron asignadas dos especies mas, A. bovis y A.
platys que antes eran llamadas Ehrlichia bovis y Ehrlichia platys respectivamente. A

continuacién se muestra la clasificacion filogenética de A. platys en la Figura 2.
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Figura 2

Taxonomia de Anaplasma platys
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Nota. Los andlisis filogenéticos basados en los genes 16S y groESL realizado por Dumler

et al., (2001) posicionaron a A. platys dentro de la familia Anaplasmataceae.

2.5. Transmisién

De momento, el ciclo infeccioso por A. platys y su posterior desarrollo, no se ha
descrito con exactitud, sin embargo, segun la literatura, la infeccion por A. platys se
produce una vez que el vector R. sanguineus pica al mamifero e inyecta saliva
contaminada con la bacteria, tanto las formas adultas como larvas y ninfas, son capaces
de transmitir el patdgeno si han sido hospedadoras del mismo, ya que algunos reportes
apuntan a que entre garrapatas puede haber una transmision vertical de madre a cria

(Cardoso et al., 2020).

Una vez que A. platys ingresa al organismo, empieza a infectar las plaquetas y

adopta dos formas morfolégicamente distintas que se van definiendo acorde al tiempo de
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infeccién; después de las primeras 24 horas posterior al contagio, aparecen células de
nacleo denso (DC) que miden entre 0,4 y 0,6 um y estan cargadas de cromatina densa
en electrones, lo que les permite adherirse e internalizarse en las unidades plaquetarias,
alrededor de las 48 horas post-infeccion empieza a predominar una forma celular
reticulada (RC), que sera la encargada de reproducirse por fisién binaria y formar las
morulas caracteristicas que se observan en las plaquetas infectadas, por ultimo, al cabo
de 72 horas, las formas RC maduran nuevamente a DC para comenzar un nuevo ciclo

(Cardoso et al., 2020; Bakken & Dumler, 2010).

De esta manera, A. platys infecta las plaquetas y produce la trombocitopenia
ciclica infecciosa en perros, la gravedad de la enfermedad se verd influenciada por otros
factores relacionados al huésped que determinaran si la infeccion pasa de un estado

agudo a cronico (Atif et al., 2021).

2.6. Distribucién

Se considera que la distribucidon de A. platys es a nivel mundial como se observa
en la Figura 3, ya que existen reportes de al menos un caso en todos los continentes, no
obstante, los informes revelan que generalmente se encuentra presente en regiones
tropicales y subtropicales, debido a que estos climas facilitan la sobrevivencia de R.
sanguineus, la cual se asume es su principal vector, sin embargo, segun Sykes & Foley
(2013) también se ha encontrado ADN de A. platys en garraptas Dermacentor auratus,
Rhipicephalus turanicus, Haemaphysalis spp e Ixodes nipponensis en diferentes paises

asiaticos.

El Hamiani Khatat et al., (2021) mencionan que A. platys es frecuente al sur de
los Estado Unidos, Africa, la zona del mediterraneo incluido el sur de Europa y Asia,

ademas, que las tasas mas altas de infeccién por A. platys fueron detectadas en lItalia,



24

con una prevalencia de casi el 58% al sur del pais. Por otro lado, Maggi & Kramer (2019)
realizaron sus aportes describiendo que la anaplasmosis al ser una CVBD, se encuentra
distribuida en toda Latinoamérica, ya que debido a las condiciones decadentes e
irresponsables en la tenencia de mascotas, los caninos se han convertido en centinelas
de enfermedades en varios paises como Argentina, Venezuela, Colombia, Brasil, Chile,
El Caribe y Uruguay, donde existen reportes oficiales de contagio entre perros y posible

ZOoNnosis.

Figura 3

Distribucion mundial de Anaplasma platys

B oo
- A phagocytophium and
A platys ONA

Nota. Adaptado de “Anaplasma spp in dogs: Is there a danger for humans?” (p.5), por El

Hamiani Khatat, et al, 2021, Revue Vétérinaire Clinique, 56(4).
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2.7. Signos clinicos y patogénesis

Anaplasma platys ingresa a las plaquetas del huésped canino mediante
endocitosis y se replica por fisibn binaria, produciendo moérulas que pueden ser
identificadas en la sangre posterior a los 10-14 dias de la transmisién (De Tommasi et al.,
2014). La presencia de A. platys en los caninos provoca un cuadro de trombocitopenia
ciclica infecciosa (TCC) que generalmente viene acompafiada de signos clinicos como

letargo, fiebre, palidez y linfadenopatia (Sykes & Foley, 2013).

Después de 1 0 2 semanas que el perro ha contraido la enfermedad, la gravedad
de la trombocitopenia puede incrementarse y el porcentaje de plaquetas infectadas es
mas alto durante la parasitemia inicial o fase aguda de la enfermedad, donde el recuento
plaguetario puede llegar a ser menor a 20.000 plaquetas/pL, sin embargo, posterior a la
3 0 4 semana de la infeccion, las morulas en las plaquetas se vuelven casi invisibles al
microscopio y el nimero de plaguetas vuelve a estabilizarse, a partir de ese momento,
los ciclos de trombocitopenia y bacteriemia ocurren a intervalos de 7 a 14 dias por lo que
la enfermedad persiste en los perros de manera crénica (Cardoso et al., 2020; De

Tommasi et al., 2014).

La fase aguda de TCC como se describié anteriormente, inicia después de un
periodo de incubacion de 1 a 2 semanas y ocasiona la trombocitopenia transitoria
acompafada de fiebre, aunque algunos perros pueden no presentan signos. Cardoso et
al.,, (2020) indican que una infeccién por A. platys produce el agrandamiento de los
ganglios linfaticos en los canes enfermos, y en algunos casos signos clinicos mas severos
como dolor abdominal, esplenomegalia, fiebre alta, monocitosis, hematocrito bajo,
anorexia, depresion, pérdida de peso, epistaxis transitoria, mucosas palidas,
trombocitopenia grave, anemia, leucopenia e hiperproteinemia. En cambio, durante la

fase cronica solo se mantendra un recuento bajo de plaquetas general (trombocitopenia
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moderada), parasitemia baja y una adaptacion del organismo infectado a la enfermedad

(Cardoso et al., 2020).

2.8. Respuesta inmunitaria

La respuesta inmune del huésped frente a la infeccion por A. platys no se
encuentra descrita a mayor detalle, sin embargo, se sabe que uno de los principales
mecanismos de resistencia contra el género Anaplasma es la activacion de los linfocitos
Ty1 en presencia de las citocinas IFN-y y TNF-a que se encargan especialmente de
eliminar los patégenos intracelulares como lo es A. platys, no obstante, el exceso de
citosinas proinflamatorias puede llevar a un agravamiento del cuadro clinico del huésped

(Cardoso et al., 2020).

Las respuestas inmunitarias permanecen activas mientras las plaquetas son
secuestradas en el bazo para su destruccion, pero cabe recalcar que los mecanismos de
defensa contra cualquier especie del género Anaplasmataceae conducen al dafio tisular
en el higado del hospedador, debido a la induccién proinflamatoria que conduce la
bacteria, independientemente si su carga es baja o alta (Cardoso et al., 2020; De

Tommasi et al., 2014).

2.9. Diagnéstico

La identificacion de A. platys puede realizarse posterior al contacto de un canino
con las garrapatas, si bien la infeccion puede iniciar leve o asintomética, dias posteriores
llegara a convertirse en una trombocitopenia grave con posibilidad de causar
hemorragias, por tanto, es recomendable hacer un examen de conteo sanguineo
completo (CBC) que mostrara un recuento bajo de plaquetas cuando el perro sea un
posible positivo, con ese antecedente se podra realizar una diagnéstico directo,

seroldgico o molecular mas completo (Lara et al., 2020; McFee, 2018).
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2.9.1. Diagndstico directo

Durante la bacteriemia inicial o fase aguda de la enfermedad, se podra utilizar la
microscopia 6ptica convencional para identificar en un frotis sanguineo tefiido con
Giemsa o Wright las inclusiones que forman A. platys dentro de las plaquetas del canino
infectado, no obstante, esta evaluacién no es totalmente confiable ya que se puede
confundir el diagndstico con otro tipo de afeccion, y la principal desventaja es que si el
can se encuentra en una fase cronica de trombocitopenia, la revisibn microscépica no

podra definir la aparicién de inclusiones (Atif et al., 2021).

2.9.2. Serologia

Se emplea serologia para medir cuantitativa o cualitativamente la reacciéon
antigeno-anticuerpo de una infeccion producida por A. platys, sin embargo, el mayor
problema con este tipo de ensayos es que carecen de sensibilidad en las etapas
tempranas de la enfermedad, ya que los anticuerpos solo son detectables después de 1
a 2 semanas del inicio de la patogenia, ademas, en algunos casos puede existir la
deteccidn cruzada entre especies de Anaplasma ya que son similares (Cardoso et al.,

2020).

2.9.2.1. Inmunofluorescencia (IFA)

La Inmunofluorescencia se emplea como prueba serolégica para detectar
anticuerpos contra A. platys mediante la reaccién antigeno-anticuerpo, aungque esta
técnica puede tener suficiente sensibilidad carece de especificidad, debido a que también
identifica anticuerpos de otras especies de Anaplasma como A. phagocytophilum, por
tanto, en regiones donde ademas de A. platys existe la prevalencia de otras anaplasma

no se podra distinguir entre especies mediante este diagnostico (Lara et al., 2020) .
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2.9.2.2. Elisa Snap 4Dx

El test ELISA Snap 4Dx es un kit comercial empleado comiUnmente por tener una
sensibilidad de 99,1% y especificidad de 100%, da como resultado la deteccion de
anticuerpos contra A. platys y otras especies como A. phagocytophilum, E. ewingii, E.
canis, B. burgdorferi el ELISA Snap emplea antigenos purificados que proporcionan
mayor sensibilidad y especificidad, lo que permite evaluar la presencia de anticuerpos
muy especificos frente a los patdégenos mencionados anteriormente, descartando falsos
positivos, es por ello que este kit se considera de alta utilidad clinica y diagnéstico rapido,

ademas, puede realizar periédicamente (Troncoso et al., 2014).

2.9.2.3. Inmunocromatografia

La Inmunocromatografia se considera como una prueba de punto de atencion
(POC) que mediante un ensayo de flujo lateral cualitativo permite detectar anticuerpos de
A. phagocytophilum y A. platys, este test comercial puede determinar la presencia de IgM
e IgG solo posterior a los 10-15 dias de la infeccién y no es recomendable para establecer
un diagndstico final, entre las marcas mas utilizadas se encuentra el Rapid Anaplasma Ab
Test Kit de la empresa BIONOTE, MegaCorDiagnostik y FASTest Anaplasma (Lara et

al., 2020).

2.9.3. Diagndstico molecular

2.9.3.1 PCR (Reaccion en cadena de polimerasa)

El diagndstico molecular de PCR es altamente especifico y sensible para la
deteccion de A. platys tanto en fase aguda como crénica de la enfermedad, hasta el
momento, la PCR es el Unico ensayo capaz de identificar particularmente ADN de A.

platys de manera especifica (Sykes & Foley, 2013). SegUn varios estudios, esta prueba
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permite obtener un diagndstico confiable y puede ser usada de tipo multiplex, en tiempo

real o anidada.

Segun Silaghi et al., 2017 la deteccion molecular basada en las secuencias del

16S rRNA aumentan la especificidad del diagnéstico.

2.9.3.2 LAMP (Amplificacién isotérmica mediada por loops)

La técnica de LAMP es otro método molecular de diagndéstico que se caracteriza
por tener varias ventajas como alta sensibilidad y especificidad, es simple, rapida en
comparacion a una PCR, robusta y mas econdmica, incluso, no necesita un equipo
especializado para llevarse a cabo ya que trabaja a una misma temperatura durante todo

el proceso (Atif et al., 2021).

En un estudio Li et al., (2014) disefiaron una LAMP para identificar A. platys
usando secuencias del gen citrato sintasa 63 °C durante 30 min y obtuvieron resultados

uniformes e iguales que con una PCR anidada.

2.9.3.3 RFLP (Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica)

Esta técnica emplea enzimas de restriccion (RE) para evaluar la variabilidad del
tamafio de fragmentos de restriccion especificos obtenidos mediante el corte las
endonucleasas en diferentes muestras de ADN, a lo que se le conoce como RFLP
(Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica) y pueden ser visualizados mediante

electroforesis (Di Felice et al., 2019).

Guillemi et al., 2015 mencionan estudios donde se han desarrollado sistemas de
identificacion y discriminacion de especies usando RE en productos de PCR, con los

cuales se ha podido diferenciar especies y hasta genotipos del orden Rickettsiales.
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2.10. Tratamiento y control

El farmaco recomendado para perros con infeccion por A. platys es la doxiciclina,
aunque se desconoce la dosis correcta, se aplica 10 mg/kg q24h durante 8 dias, bajo esta
prescripcion parece haber una correcta eliminacion de la bacteria en los canes, en el caso
gue A. platys infecte humanos, el tratamiento también se realiza con el mismo antibidtico,

segun McFee (2018) las dosis a emplear son las que se indican en la tabla 1.
Tabla 1

Dosis recomendada para el tratamiento de infecciones por A. platys.

Paciente Concentracion Prescripcion Dias
Caninos 10 mg/kg g24h 8-14
Personas adultas 100 mg gl2h 7-10
Nifios menores a 45 kg 2,2 mg/kg gl2h 7-10

Nota. McFee (2018, p. 297).

La manera mas efectiva de controlar y evitar infecciones por A. platys es
enfocandose en el control de los vectores que actian como reservorios de la bacteria,
aplicando las medidas sanitarias e higiénicas correctas en cuanto a la tenencia de
mascotas como perros o gatos, de manera que se evite la transmision de la enfermedad

y propagacion del vector (Sykes & Foley, 2013).
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Capltulo lll: Materiales y Métodos

3.1. Toma de muestras

Se recolectd un total de 102 muestras sanguineas, la primera toma se realizé a
los canes albergados en el refugio Narices Frias, el cual esta distribuido en dos
localidades distintas de la ciudad, por tanto, se empezé por el sitio donde habitan menos
perros, obteniendo de alli un total de 20 muestras, mientras que en el segundo lugar se
tomo un conjunto de 34. Adicionalmente, se procedidé hacer un muestreo externo en la
ciudad de Chone, del cual se obtuvo 22 muestras procedentes de un refugio local de
voluntariado. Ademas, nos fueron proporcionadas 26 muestras mas provenientes de una

clinica veterinaria de Bahia de Caraquez.

Posterior a ello, se transporté y almacend las muestras en el laboratorio de
biologia molecular de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede Santo Domingo,

para realizar las respectivas extracciones de ADN el dia siguiente.

3.2. Extraccion de sangre total

Se utilizé la técnica de venopuncion con jeringuillas de 4mL y vacutainer para
obtener sangre total de los caninos a partir de la vena cefélica ubicada en sus
extremidades superiores, cada muestra fue recolectada y homogenizada en tubos
rotulados de tapa lila en presencia de EDTA para evitar su coagulacion, y posteriormente

ser llevados a refrigeracion (4°C) dentro del laboratorio.

3.3. Frotis sanguineos

Los frotis sanguineos se realizaron con las muestras frescas sin previa

refrigeracion, utilizando portaobjetos esmerilados de 25,4 x 76,2 mm. Se tom& un primer
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portaobjeto rotulado y ubicado verticalmente sobre la mesa de trabajo, en el cual se
colocé 3 pL de sangre al lado cercano de la etiqueta, a continuacién, se tomé un segundo
portaobjeto en posicién horizontal y se lo situé en un angulo de 30-45 ° sobre la gota de
sangre para proceder a moverlo ligeramente de izquierda a derecha, por ultimo, se
extendid homogéneamente la sangre hasta el extremo final del primer portaobjeto y se

dej6 secar el extendido por 2-3 minutos.

3.4. Tinci6én Giemsa

Se realiz6 la tincién Giemsa en todos los frotis sanguineos, para ello, se procedio
a preparar una solucion (1:9) de reactivo Giemsa BIOGENA mas agua destilada, se
ordeno todos los extendidos sobre las cubetas de tincién y se fijaron afiadiendo metanol
absoluto durante 5 minutos, sin necesidad de lavar o secar, se colocé inmediatamente la
solucién Giemsa sobre todos los extendidos, y asegurandose que tuvieran suficiente
reactivo se dej6 en reposo durante 25 minutos, transcurrido el tiempo, se lavé
cuidadosamente cada muestra con agua potable, evitando que se dafara el extendido.

Finalmente, se retird el exceso de agua con papel absorbente y se dej6 secar por 24h.

3.5. Identificacién microscopica

Se observé en el microscopio éptico con el lente de 100 X y aceite de inmersion
las diferentes células sanguineas hasta identificar inclusiones en las posibles plaquetas

infectadas por A. platys.

3.6. Extraccion de ADN total

Se utilizdé el protocolo para extraccion de ADN citado en la Tabla 2, que fue
estandarizado dentro del laboratorio de biologia molecular a partir de metodologias segun

Riera et al., (2010) y Sambrook & Rusell, (2001).
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Tabla 2

Protocolo para la extraccion de ADN en sangre.

N° Procedimiento Cantidad
(WL)
1 Transferir yL sangre total del tubo recolector con EDTA a un
500

eppendorf de 1,5 uL

2 Anadir Buffer GR (Tris-HCI 10 mM [pH 8.0], Tritbn X-100 1%, 540
sacarosa 600 Mm) y homogenizar en el vortex durante 30 s

3  Centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm y descartar el sobrenadante

4  Repetir los pasos 2 y 3, hasta descartar un sobrenadante claro

5 En el pellet obtenido, colocar buffer GB (Tris-HCI 10 mM [pH 8.0], 180
NaCl 400 mM, EDTA 2 mM)

6 Anfadir proteinasa K preparada en buffer PK (20mg/mL) 20

7  Afadir SDS al 20% y homogenizar la solucién en vortex por 30 s 6

8 Llevar a bafio maria con temperatura de 56°C durante 2 horas

9 Transcurrido el tiempo, dejar enfriar a temperatura ambiente

10 Andadir acetato de potasio 3M y homogenizar invirtiendo el eppendorf 90

11 Centrifugar por 7 minutos a 13000 rpm y recuperar el sobrenadante

12 Repetir los pasos 10 y 11 hasta que el sobrenadante se encuentre lo
mas limpio posible

13 Colocar en el sobrenadante obtenido etanol absoluto a (-20 °C) 600

14 Dejar la muestra 30 minutos a (-20°C) o también overnigth

15 Centrifugar por 7 minutos a 13000 rpm y descartar el sobrenadante

16 Andadir etanol al 70% para lavar el pellet obtenido 100

17 Centrifugar nuevamente por 7 minutos a 13000 rpm y descartar el
sobrenadante

18 Dejar secar el pellet obtenido a 37°C
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N° Procedimiento Cantidad
(ML)

19 Resuspender el pellet con Buffer TE y dejar homogenizar a 50
temperatura ambiente durante 20 minutos

20 Almacenar a (-20°C)

Nota. Modificado de Riera, Rojas, & Zapata (2010, p. 5). Sambrook & Rusell, (2001, p.

821)

3.7. Verificacion del ADN extraido

Se evidencié el ADN extraido mediante electroforesis, se prepard geles de
agarosa al 0,8% (p/v) con buffer TAE 1x y bromuro de etidio 1/10.000, cada pocillo del
gel se carg6 con 3 pL de muestra y la misma cantidad de buffer de carga Blue Juice 2X.

Los geles se corrieron durante 45 minutos con un voltaje de 100 V.

3.8. Controles positivos de Anaplasma marginale

Se utilizé dos controles positivos de Anaplasma marginale obtenidos del banco
reservorio de ADN del laboratorio de biologia molecular, los cuales provenian de un
muestreo realizado en Calceta-Chone, donde se considera que A. marginale es endémica
de la zona. Estos controles fueron empleados para la estandarizacion de la PCR con
cebadores genéricos capaces de reconocer dos especies del orden Rickettsias,
Anaplasma platys y Ehrlichia canis. También se utiliz6 un producto PCR de una de estas

muestras como control positivo en el corte con enzimas de restriccion.

3.9. PCR convencional parala deteccién de Rickettsias.

Se realiz6 una busqueda bibliografica para encontrar los cebadores adecuados
gue permitieran la deteccion de A. platys en ADN gendmico de muestras sanguineas

caninas, por tanto, se tomd como referencia el trabajo de (Alhassan et al., 2021; Parola
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et al.,, 2000; Inokuma et al., 2001) de donde se obtuvieron los cebadores generales
dirigidos al gen 16S rRNA para detectar la presencia de Rickettsias como las especies E.
canis y A. platys. Del mismo trabajo se obtuvo los cebadores especificos para A. platys

tal cual se observa en la Tabla 3.

Tabla 3

Cebadores para la amplificacion de Anaplasma.

Nombre de los Cebadores Direccién Secuencias (pb)
EHR16SF Fordward GGTACCYACAGAAGAAGTCC
EHR16SR Reverse TAGCACTCATCGTTTACAGC 345
Aplatys.16S-F Fordward TTTGTCGTAGCTTGCTAT
Aplatys.16S-R Reverse CTTTGTGGGTACCGTC 349

Nota. Inokuma et al., (2001, p.241). Alhassan et al., (2021, p. 4). Parola et al., (2000,

p.707).

Las concentraciones de los reactivos se determinaron en la tabla 4 , mientras que las
condiciones de amplificacion fueron tomadas y modificadas del trabajo de Alhassan et al.,

(2021) y se encuentran detalladas en la tabla 5.

Tabla 4

Concentracién de reactivos para la PCR de Anaplasma.

Reactivos Concentracion final Volumen (uL)
H,0 - -
Buffer+MgClI2 1.00 mM 2.50
Cebador Fordward 0.50 uM 1.25
Cebador Reverse 0.50 uM 1.25
dNTP 0.2 mM 2.00

Taq 0.625 U/uL 0.10
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Reactivos Concentracion final Volumen (uL)

ADN 100 ng/uL 1
Volumen final 25.00

Nota. Modificado de Alhassan et al., (2021, p. 4).

Tabla 5

Condiciones para la amplificacion de PCR para Anaplasma

Temperatura °C Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion _

S 94 5 min 1
inicial

Desnaturalizacion 94 30s 40
Hibridacion 55 30s 40
Extensién 72 1 min 40
Extension final 72 10 min 1
Mantenimiento 10 - -

Nota. Modificado de Alhassan et al., (2021, p. 4).

Para la PCR con cebadores genéricos se utilizé un control negativo que no

incluia la adicién de ADN vy el control positivo con ADN de A. marginale.

3.10. Diferenciacion de especies del orden Rickettias mediante RFLP.

Después de verificar en electroforesis los casos positivos obtenidos de la PCR
con cebadores genéricos EHR16SF y EHR16SR, se procedié a utilizar la herramienta
bioinformatica RestrictionMapper para buscar de acuerdo al inventario de enzimas
disponibles en el laboratorio, una endonucleasa de restriccion que permitiera diferenciar

entre las especies E. canis y A. platys de las muestras positivas.
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Se selecciond la enzima Hindlll de Promega, la cual reconoce el sitio 5'-A/AGCTT-
3' y se prepard una master mix de la enzima modificando el protocolo planteado por el
fabricante, en la Tabla 6 se detallan los reactivos y cantidades. Finalmente, se agreg6 5
pL de mezcla a los 15 pL de productos PCR, la reaccién se llevo a cabo durante 4h a

37°C. Los resultados se verificaron con electroforesis en gel de agarosa al 4%.

Tabla 6

Condiciones para master mix de Hindlll

Reactivos Unidad Stock Volumen (uL)
H20 pL N/A 1,80
Buffer E X 10,00 2,00
Hindlll u/uL 10,00 1,00
BSA ug/pL 10,00 0,20
Producto PCR ug/pL 15,00
Total 20,00

Nota. Modificado de Assembly of Restriction Enzyme Digestions de Promega Corporation

(2011, p. 3).

3.11. Anélisis estadistico

3.11.1. Disefio no experimental

Se llevé a cabo este tipo de disefio para evaluar la informacién sobre la
prevalencia de A. platys en todos los refugios muestreados, tomando en cuenta la
observacion del desarrollo del estudio y recoleccién de datos, con el fin de establecer las

variables y reportes al momento de concluir con la investigacion.
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3.11.2.Variable de respuesta
Se determind como variable de respuesta o dependiente a los resultados
obtenidos posteriores al muestreo, para identificar el cambio y la correlacion que podia

tener con otros factores mientras se realizo el estudio.

3.11.3. Anélisis

El analisis estadistico se llevé a cabo con ayuda de Excel .

3.11.4. Estadistica descriptiva

Se realiz6 con los registros obtenidos de todos los muestreos, los frotis
sanguineos, y las pruebas moleculares de PCR y RFLP, con ello se ordené y caracterizé

cada grupo de datos.

3.11.5.Datos de prevalencia
Se determiné la prevalencia ya que no existen registros anteriores de la presencia
de A. platys en los refugios muestreados de las distintas ciudades, y gracias a esta
medida es posible conocer los casos de una enfermedad en una poblacién y tiempo
determinado. Para ello, se procedi6é a calcular la relacién entre el nimero de casos
positivos identificados mediante RFLP y la poblacién canina total muestreada por cada

refugio.
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Capltulo IV: Resultados y Discusion

4.1. Distribucion por sexo de los muestreos

La mayor parte de canes muestreados en el albergue Narices Frias de la ciudad
de Santo Domingo fueron hembras, tal como se observa en la Figura 4. Por otra parte,
en el refugio de Chone se muestred igual nimero de hembras y machos, Figura 5. De las
muestras que fueron proporcionadas por la clinica de Bahia no fue necesario realizar esta

distribucién, puesto que los datos ya se encontraban procesados dentro de la veterinaria.

Figura 4

Sexo de los canes muestreados en el refugio Narices Frias
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Figura 5

Sexo de los canes muestreados en el refugio de Chone
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4.2. Presencia de vectores

En las dos localidades del refugio Narices frias se validé el contacto de varios
caninos con las garrapatas, como se muestra en la Figura 6, alrededor del 68% o sea 37
perros de un total de 54, han estado o se encuentran parasitados con el vector. A pesar
gue durante el muestreo se tomaron otros datos como, edad y sexo, no se realiz6 ninguna
correlacion de estas variables con la apariciéon ni prevalencia de la enfermedad, pues
segun Sainz et al., (2015) estos factores no son determinantes para el diagnéstico de la

anaplasmosis canina.
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Figura 6

Canes en contacto con garrapatas en las dos localidades del refugio Narices Frias
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En cuanto al muestro realizado en Chone, se obtuvo un porcentaje de contacto a
garrapatas del 100%, es decir, los 22 perros albergados en el lugar se encontraban
parasitados con el vector, tal como como se detalla en la Figura 7. De igual manera, para
este analisis las muestras obtenidas de la clinica de Bahia no se tomaron en cuenta
debido a la falta de informacién en cuanto a si las mascotas estuvieron en contacto o no

con garrapatas.
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Figura 7

Canes en contacto con garrapatas en el refugio de Chone
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Durante el estudio fue importante conocer la prevalencia de los vectores dentro
de los refugios, para saber qué tan expuestos podrian estar los caninos a contraer CVBD
(enfermedades transmitidas por vectores de compaiiia). El resultado apunt6 al hecho de
gue en los albergues existe una alta exposicion a los vectores, debido a que los perros
gue ingresan a estos lugares de acopio se encuentran mayoritariamente en condiciones
de abandono o provienen de hogares donde no hay un debido interés en el cuidado del
animal. Maggi & Kramer (2019) mencionan que en casi todos los paises de latinoamérica,
la prevalencia de vectores que transmiten enfermedades a los animales domésticos es

alta, debido a la falta de sensibilidad, bajos recursos econémicos e irresponsabilidad en
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la tenencia de mascotas, ademas, al ser una region biodiversa con climas que varian de

tropicales a subtropicales, se ve favorecida la reproduccién y distribucion del ectoparasito.

Dentro de la provincia Tsachila no existen publicaciones de la prevalencia de A.
platys ni de su principal vector Rhipicephalus sanguineus, sin embargo, el directorio de la
Fundacion Charles Darwin localizada en la Isla Santa Cruz, Galapagos-Ecuador, tiene un
registro de la existencia de R. sanguineus dentro del territorio, y se menciona que esta
especie fue introducida por turistas y mascotas provinientes de la regién litoral del pais,
ademas, en la investigacién de Jimenez et al.,, (2020) se registran infecciones por
Anaplasma dentro de la Isla Santa Cruz e Isabela en caninos que estuvieron en contacto
con garrapatas, concorde a ello, se estima que el riesgo a que los perros contraigan

anaplasmosis esta directamente relaciona a la exposicion con sus vectores.

4.3. Frotis sanguineos

La tincién de frotis permitié observar la morfologia de las células sanguineas en
las 102 muestras. Mediante el diagnostico éptico se logro identificar en dos muestras la
aparicion de manchas violetas en forma de mérulas dentro de las plaguetas y aumento

de las mismas en diferentes campos. Tabla 7.

Tabla 7

Muestras evaluadas en frotis sanguineos.

. Animales Frotis
Refugios muestreados (+) %
Localidad 1 20 0 0
Localidad 2 34 0 0
Chone 22 2 9
Bahia 26 0 0
Total 54 0 0
Prevalencia 2 9
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La tincién Giemsa permitié diferenciar las células sanguineas en el extendido, por
lo que en las muestras 67 y 75 se observé posibles inclusiones de color violeta oscuro en
las plaguetas, siendo estas particulares de la bacteria. Como mencionan Atif et al., (2021),
A. platys es un microorganismo que tiene total afinidad por infectar las plaquetas y

ocasionar la trombocitopenia ciclica, caracteristica de la anaplasmosis canina.

Figura 8

Frotis sanguineo de la muestra 67

Nota. Plaquetas tefiidas de color violeta con la tincion Giemsa, presentan inclusiones

picnoticas dentro de sus estructuras observadas con el lente 100X.



45

Figura 9

Frotis sanguineo de la muestra 75

Plaquetas

Nota. Aumento de plaquetas por campo, presentan inclusiones picnéticas dentro de sus

estructuras observadas con el lente 100X.

En las figuras 8 y 9 se puede observar como en las muestras 67 y 75 existe un
aumento de plaquetas por campo e inclusiones dentro de las mismas. No obstante, el
examen microscopico solo representa un 40% de confiabilidad, por lo que no se puede
dar un diagnéstico final bajo estos resultados, ni tampoco descartar la presencia A. platys
en algun otro canino, pues Sainz et al., (2015) indican que este método es sensible
cuando la enfermedad se encuentra en una fase temprana, de estar en etapa cronica,

podria omitirse la presencia de la bacteria en los frotis.
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4.4. ADN extraido

El protocolo referido de Riera et al., (2010) y empleado para la extraccion de ADN
resultdé ser apropiado para obtener el material genémico de las células sanguineas de
101 muestras. Sin embargo, el ejemplar nimero 11 tomado en el primer muestreo no
pudo ser procesado debido al volumen insuficiente de sangre. En la figura 9 se observa
el ADN obtenido de 10 diferentes canes pertenecientes al refugio Narices Frias. Debido
a que esta verificacion es cualitativa, no se puede cuantificar el material genético exacto
obtenido en cada muestra, no obstante, se deduce que la presencia de bandas méas

intensas que otras esta relacionado con la cantidad de ADN extraido (Tu, 2005).

Las demas muestras también fueron visualizadas en geles de agarosa a condiciones

similares que las detalladas en la Figura 10.

Figura 10

ADN extraido a partir de sangre total de canes.

2022-40 202241 2022-42 2022-43 2022-44 202245 202246 202247

Nota. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% con buffer TAE 1x y Blue Juice 2x, cantidad

de muestra cargada 3 puL de ADN + 3 uL de Blue Juice.
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4.5. Estandarizacién de PCR para la identificacion de Rickettsias

Durante la estandarizacion de la PCR para Rickettsias se prob6 dos protocolos
diferentes, en los cuales se varid la concentracion de los dNTPs y la Taq polimerasa, las
condiciones finales que demostraron la amplificacion correcta de los controles positivos
se encuentran detalladas en la Tabla 4, ademas, también se modific6 de Alhassan, et al.,
(2021) las condiciones de corrida para la PCR, aumentando el tiempo de
desnaturalizacion inicial a cinco minutos y extension final a diez, tal como se describe en

la Tabla 5.

Figura 11

Estandarizacion de la condiciones para PCR

Confroles {+)
Control (1} 2071430 2021-500

Estandar

Nota. Electroforesis en gel de agarosa al 2% con buffer TAE 1x y Blue Juice 2x, marcador
de peso molecular 100bp Plus Opti-DNA Marker de Abm y controles positivos de A.

marginale. Cantidad de muestra cargada 10 pL de ADN+ 10 uL de Blue Juice.

En la figura 11 se observa la presencia de dos bandas que corresponden a la
amplificacion de los controles positivos de A. marginale, se emple6 estos controles ya que

los cebadores utilizados fueron genéricos, es decir, capaces de reconocer cualquier
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especie del género Anaplasma y otras especies del orden Rickttesiales, debido a que
todos estos microrganismos comparten secuencias conservadas del gen (Inokuma et al.,
2001). El estudio se llevé a cabo de esta manera para poder reconocer mas de una
especie que podrian estar afectando la salud de los canes, ya que A. platys no es la Unica
capaz de infectar células sanguineas de los perros, segun Jimenez et al., 2020 en la parte
Insular del Ecuador hay la prevalencia de otras bacterias del Orden Rickettsiales como
Ehrlichia canis, que es transmitida por el mismo vector que A. platys, por ello, la
realizacién de una primera PCR con cebadores genéricos permitié ampliar el diagnéstico

y aumentar el reconocimiento de especies hemotrépicas en las muestras positivas.

4.6. PCR convencional para Anaplasma platys y Ehrlichia canis

Con la PCR estandarizada para identificar Rickettsias se evaluo las 101 muestras
de las cuales se obtuvo ADN, siendo que un total de 10 se amplificaran, los positivos
corresponden a las muestras 57, 59, 60, 62, 65, 66, 67, 68, 72 y 75 tomadas en el refugio
de Chone, no obstante, debido a que se utiliz6 cebadores genéricos no se podia
determinar si las muestras positivas correspondian a especies de Anaplasma o Ehrlichia,
ya que segun Inokuma et al., 2001 estos son los dos Unicos géneros pertenecientes al
orden Rickettsia capaces de ser reconocidos por los cebadores genéricos EHR16SF y

EHR16SR empleados en esta PCR.

En la figura 12 se puede observar las bandas correspondientes a las muestras
positivas, que de acuerdo al estandar tienen un peso aproximado de 300bp, lo que se
corrobor6 mediante bioinforméatica con el programa Sequence extractor
(https://lwww.bioinformatics.org/seqgext/), donde nos indic6 que los fragmentos

amplificados eran de 345 pb.



Figura 12

PCR para identificacion del género Anaplasma
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Nota. Electroforesis en gel de agarosa al 2% con buffer TAE 1x y Blue Juice 2x, marcador
de peso molecular 100bp Plus Opti-DNA Marker de Abm. Cantidad de muestra cargada
10 pL de ADN+ 10 pL de Blue Juice. (A) Muestras del 55 al 60. (B) Muestras del 59-69.

(C) Muestras del 70-76.

Concorde a estos resultados, fue necesario emplear una metodologia que
permitiera discriminar entre ambas especies reconocidas por los cebadores genéricos, ya
gue el diagnéstico final implica identificar qué nimero de muestras son positivas para

anaplasmosis canina.

4.7. Enzimas de restriccion para identificar Anaplasma platys.

En vista que no fue posible obtener controles positivos para la estandarizacion de
una nueva PCR con cebadores especificos para A. platys, se procedi6 a utilizar enzimas
de restriccion que pudieran cortar los productos de la PCR convencional y distinguir

Anaplasma de los positivos.

Con las herramientas bioinformaticas Sequence extractor y RestrictionMapper
(http://www.restrictionmapper.org/), se probé todas las enzimas disponibles en el
inventario del laboratorio y se evalud la opcién que permitiera obtener fragmentos de
diferentes longitudes para discriminar entre Ehrlichia canis y Anaplasma platys. No
obstante, debido a que ambas especies presentan secuencias conservadas, la mayor
parte de enzimas realizd cortes en sitios homologos con polimorfismos de igual o muy
parecido tamafio, de manera que se opté por una enzima de restriccion tipo Il llamada
Hindlll capaz de reconocer y hacer cortes cohesivos solo en el ADN de Ehrlichia canis,
como control positivo se utilizé los productos PCR de una muestra positiva para A.

marginale que contenia ADN MSP5.
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En la Figura 13 se observa como Hindlll no fue capaz de reconocer los productos

PCR cuando los amplicones presentan material genético de Anaplasma platys.

Figura 13

Digestion con Hindlll en ADN de A. platys
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Debido a que Hindlll solo reconoce el material genético de Ehrlichia canis se
asume gue en las muestras donde no se produjo los fragmentos de restriccion de longitud
polimérfica existe ADN de A. platys. Mediante electroforesis se observé que las muestras
59,65,66,67,68,72 y 75 no presentan ningun tipo de corte mas que la banda del producto
PCR, mientras que en las 3 restantes se distinguen los 2 fragmentos del corte realizado

por la enzima. Figura 14.

El diagnéstico molecular basado en RFLP indica que hay siete canes contagiados
con A. platys y tres con E. canis dentro del refugio de Chone, segun Guillemi et al., 2015

esta herramienta es lo sufientemente confiable como para emitir un resultado final, por lo
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gue con los resultados obtenidos se pueden calcular la prevalencia de la enfermedad

dentro del refugio.

Figura 14

RFLP obtenidos con el corte de Hindlll

Estandar Control () 202157 202159 2021-60 2021-62 202165 2021-66

Estandar 202167 2021-68

Nota. Electroforesis en gel de agarosa al 4% con buffer TAE 1x y marcador de peso
molecular 100bp Plus Opti-DNA Marker de Abm. Cantidad de muestra cargada 20 L. (A)

muestras del 57 al 66. (B) muestras del 67-75.
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4.8. Prevalencia de Anaplasma platys en los refugios.

Dado que no se encontraron casos positivos en el refugio “Narices Frias” de la
ciudad de Santo Domingo de los Tsachilas, ni en las muestras provenientes de la clinica
veterinaria de Bahia, se determiné que la prevalencia de A. platys para estos dos lugares
corresponde al 0%, mientras que para el refugio de Chone se calcul6 una prevalencia del
31,81%, como lo indica la Figura 15. Sin embargo, aunque no se evidencio la presencia
de garrapatas dentro del refugio Narices Frias, se determina que los canes estan

expuestos a contraer enfermedades transmitidas por este vector.

Por otra parte, entre las muestras tomadas del refugio en Chone se obtuvo 10
animales positivos para Rickettsias, de los cuales siete se encuentran infectados por

Anaplasma platys como se presenta en la Tabla 8.

Tabla 8

Muestras positivas para A. platys.

N°  Nombre Sexo Edad Garrapatas Diagnostico
Frotis PCR-RFLP

59 Nena Hembra 2 afios Si Anaplasma platys
65 Chiripa Hembra 2 afios Si Anaplasma platys
66 Pipo Macho 1 afio Si Anaplasma platys
67 Tequila Macho 4 afios Si + Anaplasma platys
68 Pirata Macho 2 afios Si Anaplasma platys
72 Berlin Macho  8meses Si Anaplasma platys

75 Lunita Hembra 11 afios Si + Anaplasma platys
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Durante el estudio se empled mas de una herramienta para identificar la presencia
de A. platys en los canes evaluados, en el caso de las muestras 67 y 75 se logré identificar
microscOpicamente al microorganismo y a la vez caracterizarlo con el diagnostico
molecular, sin embargo, en las demas muestras no se observé anomalias en las células
sanguineas a pesar de existir una infeccion, segun Rucksaken et al., 2019 la falta de
sensibilidad del examen microscépico se debe a que este tipo de pruebas requieren que
el organismo presente una parasitemia alta para que la bacteria pueda ser identificada en

el frotis sanguineo.

El calculo de la prevalencia en el refugio de Chone estd representado de la

siguiente manera:

P= Prevalencia

N+= NUmero de casos positivos

Nt= Numero total de poblacion muestreada

N _ 7 100 = 31,81%
TN 2T

Teniendo en cuenta que se logré encontrar casos positivos en una de las tres
ciudades de donde se tomaron muestras se puede determinar que la anaplasmosis
canina es un hecho en el Ecuador y que por tanto, su principal vector la garrapata R.
sanguineus también se encuentra distribuida fuera de la regién Insular. En el trabajo de
Rivadeneira-Barreiro et al., 2021 se menciona antecedentes de la existencia de A. platys
en Colén, una zona de la provincia de Portoviejo al igual que Chone, tal parece, los
factores climaticos y la falta de control de plagas en animales de compafiia aumenta la
prevalencia de esta enfernedad en la Provincia. Cabe recalcar que aunque la prevalencia

gue se calcul6 en este estudio es valida para el refugio, no se puede descartar otros casos
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positivos fuera del albergue, ya que muchos de estos perros pasaron meses en abondono
deambulando por las calles de la ciudad, lo que aumenta la distribucién del vector y el

riesgo de contagio para otros canes de la zona.

También cabe recalcar que a pesar de no encontrar caninos infectados en las
otras muestras, se deja una puerta abierta a la existencia de A. platys u otras especies
del género Anaplasma en las zonas residenciales y rurales de las ciudades de Bahia y
Santo Domingo, ya que es frecuente encontrar caninos abandonados y parasitados con
garrapatas, ademas, con los resultados de Chone y los estudios de Jimenez et al., 2020;
Rivadeneira-Barreiro et al., 2021, queda claro que R. sanguineus el principal vector
reservorio del patdgeno esta presente en el pais, y que al tener afinidad por climas calidos
como el de Santo Domingo o Bahia, las provincias serian un habitad 6ptimo para su

desarrollo y reproduccion.

Figura 15

Prevalencia de A. platys dentro del estudio.
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Dado los resultados, es importante sefialar que hace falta un mejor manejo de la
sanidad animal, que permita disminuir la propagacion del vector, como también la
implementacion de diagnosticos sensibles y especificos en todo el pais y Lationamérica,
donde la anaplasmosis canina aun no esta identificada, a pesar de ser reconocida como

una enfermedad de caracter zoonético (Maggi & Kramer, 2019).
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Capitulo V: Conclusiones

El actual estudio evalud la presencia de A. platys detectable por microscopia
Optica y andlisis molecular con PCR en 102 muestras de sangre canina obtenidas del
albergue Narices Frias, ubicado en la ciudad de Santo Domingo de los Tsé&chilas, un
albergue de voluntariado en Chone y una clinica veterinaria de la ciudad de Bahia.
Utilizando las dos técnicas de diagndstico se encontré 7 casos positivos pertenecientes
a las muestras tomadas del refugio de Chone, donde se determin6 una prevalencia del
31,81%, en los otros lugares, la prevalencia fue del 0% al no encontrarse ningin caso
positivo. La estadistica descriptiva de los datos tomados ha proporcionado informacién
relevante sobre la exposicibn que tienen las mascotas a los principales vectores
transmisores de la anaplasmosis canina, que ademas, se considera de caracter
zoonotico. En el refugio Narices frias, alrededor del 63%, es decir, mas de la mitad de los
canes muestreados, se encontraban parasitados con garrapatas, mientras que en el
refugio de Chone, todos los canes mantenian un contacto directo con los vectores sin

recibir tratamiento alguno para el debido control del ectoparasito.

El supuesto por el cual se llevé a cabo esta investigacion fue reportar la existencia
de anaplasmosis canina en la provincia u otros lugares de donde se obtuvo muestras,
bajo antecedentes de signos clinicos y presencia del vector en las zonas, ya que durante
los ultimos afios se ha reportado A. platys en varios paises de Latinoamérica incluyendo
a Ecuador en los trabajos de Rivadeneira-Barreiro et al., 2021 y Jimenez et al., 2020.
Otros datos de vital importancia, que afirman el hecho de que no hay una correcta
vigilancia en el control de vectores, es el alto porcentaje del contacto garrapata-perro que
se determiné en los dos refugios, lo que aumenta el riesgo de enfermedades en los canes

y humanos. Por otra parte, las prevalencias del 0% de A. platys, no aseguran que la zona
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de donde provinieron las muestras estén libres de perros infectados por esta u otra
bacteria del Orden Rickttsiales, puesto que existen antecedentes en el trabajo de Jimenez

et al., (2020) de la prevalencia del vector Rhiphicepalus sanguineus en el Ecuador.

Dado gue no se contd con el tiempo suficiente para realizar la secuenciacién de
muestras positivas, no hay detalle sobre la clasificacién filogenética de ninguna bacteria

del género Anaplasma identificada en el refugio de Chone.
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Capitulo VI: Recomendaciones

En vista que no se encontraron muestras positivas para A. platys dentro de las
localidades del albergue Refugio Narices Frias, se recomienda ampliar el estudio y llevar

a cabo un muestreo en zonas residenciales y rurales de la ciudad.

Se recomienda continuar con muestreos externos al refugio de Chone, con el
proposito de ampliar el estudio e informar a la ciudadania sobre la prevalencia de A. platys

en la poblacion canina de la ciudad.

Debido a que existe un gran contacto garrapata-perro en los establecimientos de
acopio, es recomendable tomar medidas sanitarias de control que permitan disminuir la
transmision de enfermedades entre caninos y a su vez prevenir la zoonosis dentro y fuera
del refugio, teniendo en cuenta que existen datos de prevalencia en el pais, dejando la
posibilidad de la existencia del patégeno en otras provincias de la Costa, Sierra y

Amazonia.

En caso de estudios futuros donde se aborde el mismo tema, se recomienda
utilizar técnicas de diagndstico moleculares como la PCR, debido a su alta sensibilidad y
especificidad para detectar material genético de interés, ademas, también se sugiere el
uso de mas de un juego de cebadores en los que se incluyan genéricos, de esa manera

se podra obtener mas antecedentes del género Anaplasma en el pais.
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