Estudio Serolégico y Molecular de Anaplasma phagocytophillum en Perros del Area Metropolitana de la Ciudad de Guatemala

Articulo cientifico

Estudio Serologico y Molecular de Anaplasma phagocytophillum
en Perros del Area Metropolitana de la Ciudad de Guatemala

Serological and Molecular Survey of Anaplasma phagocytophillum
in Dogs from the Metropolitan Area of Guatemala City

Eduardo J. Sabillon Montoya'¢, Edgar Leonel Bailey Leonardo? Federico Joaquin Villatoro-Paz"?,
Francisco Escobar Serrano'?, Ménica Estuardo Solérzano Thillet"*

1. Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad de San Carlos de Guatemala.
2. Divisién de Proteccion Global de la Salud, Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades.
3. Laboratorio de Referencia Regional de Sanidad Animal, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad de San Carlos
de Guatemala.
4. Direccién de Escuela de Medicina Veterinaria, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad de San Carlos de Guatemala.
5. Escuela Estudios de Posgrado, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad de San Carlos de Guatemala.

*Autor al que se dirige la correspondencia: mv.e.sabillon@gmail.com

RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivos verificar la presencia o ausencia de Anaplasma phagocytophilum, determinar
la seroprevalencia de anticuerpos circulantes contra el género Anaplasma e interpretar los resultados de las boletas
de los caninos muestreados en el area metropolitana de la ciudad de Guatemala. La investigacién se realizé por
medio de la recolecciéon de muestras de sangre y suero canina, sin importar sexo, género, raza o estado de salud,
en clinicas veterinarias, asociaciones animalistas y albergues. La muestra se calcul6 utilizando la pagina OpenEpi
para un intervalo de confianza del 95%, empleando una poblacién basada en la relacién 1 perro por cada 5 humanos
de los 6 municipios mas prominentes del departamento de Guatemala. Las 153 muestras fueron sometidas a un
ensayo tamiz de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) para Anaplasma sp. Luego, las 19 muestras positivas,
mas 17 negativas al azar, fueron confirmadas mediante la técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) para
Anaplasma phagocytophillum, llenando requisito minimo de la férmula de Cannon (2001) para presencia o ausencia de
una enfermedad. Ninguna resultd positiva. La prevalencia del género Anaplasma en el area de estudio fue de 12,42%.
Se detectd asociacidn entre un historial de garrapatosis y la seropositividad a Anaplasma sp., ( p< 0.05, OR=8), mas no
para garrapatosis presente, signos de anaplasmosis y frecuencia de paseo.

Palabras Clave: Anaplasmosis, perros, ELISA, PCR, Guatemala

ABSTRACT

The presentstudy aimed to verify the presence or absence of Anaplasma phagocytophilum, determine the seroprevalence
of circulating antibodies against the Anaplasma genus, and interpret the surveys taken from the canines sampled in
the metropolitan area of Guatemala City. The research was carried out through the collection of canine blood and
serum samples, regardless of sex, gender, race, or health status, in veterinary clinics, animal welfare associations and
shelters. The sample was calculated using OpenEpi webpage for a 95% confidence interval, using a population based
on the ratio 1 dog for every 5 humans from the 6 most prominent municipalities of the Guatemala department. The 153
samples were subjected to an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for Anaplasma sp. Then, the 19 positive
samples, plus 17 random negatives, were confirmed by the polymerase chain reaction (PCR) technique for Anaplasma
phagocytophillum, fulfilling the minimum requirement of the Cannon (2001) formula for the presence or absence of a
disease; none resulted positive. The prevalence of the genus Anaplasma in the study area was 12.42%. An association
between history of ticks and seropositivity to Anaplasma sp. was found (p< 0.05, OR=8), nevertheless no statistical
relationship was found between the dog currently carrying ticks, signs of anaplasmosis and walking frequency.

Key words: Anaplasmosis, dogs, ELISA, PCR, Guatemala.
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INTRODUCCION

Las bacterias del género Anaplasma
son rickettsias transmitidas por garrapatas, de
las cuales, algunas especies son consideradas

zoondticas. En el humano, Anaplasma
phagocytophilum provoca la enfermedad
zoondtica conocida como anaplasmosis

granulocitica humana y la anaplasmosis
granulocitica canina en perros. Sus sintomas
varian desde una enfermedad leve similar a
un resfriado con fiebre, anorexia, letargo y,
hasta puede llegar a sintomas mas fuertes
como poliartritis (Alleman & Wamsley, 2008);
asimismo, se puede presentar como una
enfermedad febril inespecifica muy parecida a
la anaplasmosis en perros. El patégeno suele
ser descrito como una enfermedad similar
a una influenza, la cual empieza después de
la picadura de una garrapata (Bakken et al,
1996). La prevalencia de la enfermedad en
ciudades puede deberse a la presencia de
perros portadores asintomaticos que traen
las garrapatas en contacto con los humanos.
En un pais en desarrollo, donde los métodos
diagnosticos son limitados o inclusive
inexistentes, una enfermedad como esta, en
especial con sus sintomas leves o moderados,
puede pasar desapercibida o ser confundida con
una gripe estacional (dengue o chikungufia), las
cuales tienen sintomas similares.

En Guatemala se ha demostrado la
existencia de anticuerpos contra Anaplasma sp.
en caninos en dos estudios de tesis de grado.
Se han encontrado entre un 10% a 16% de
perros infectados, independientemente de la
presencia o no de sintomatologia (Barahona,
2013; Morales, 2010). Los diagnosticos en
Guatemala se basan en el descubrimiento
serolégico de anticuerpos contra la enfermedad
usando principalmente pruebas rapidas, como
SNAP 4Dx Plus-IDEXX. Este tipo de pruebas no
son especificas para la especie y, por lo tanto,
no hay distincién entre Anaplasma platys y A.
phagocytophilum. Esto, debido a la reaccion

cruzada de los anticuerpos en contra de A. platys
y A. phagocytophilum en los kits comerciales de
ELISA (Diniz et al, 2010); consiguientemente,
no se ha determinado la existencia de la especie
Anaplasma phagocytophilum en perros ni en
humanos en el area. El presente estudio se
pretende verificar la presencia o ausencia de
Anaplasma phagocytophilum, determinar la
seroprevalencia de anticuerpos circulantes
contra el género Anaplasma e interpretar
los resultados de las boletas de los caninos
muestreados en el area metropolitana de la
ciudad de Guatemala.

METODO

El estudio se realizé con 153 perros de
todas las edades sin distincion de sexo, raza, o
estado de salud. Las muestras se tomaron en
clinicas veterinarias, asociaciones animalistas,
albergues paramascotas, mismas que tomaron la
muestra y llenaron la encuesta para cada canino
muestreado. La boleta de encuesta fue llenada
por personal veterinario que muestreaba con
el fin obtener una referencia de donde vive y
se pasea al perro e identificar preguntas claves
para el diagnostico de anaplasmosis entre: ver si
tenia garrapatas, si tuvo historial de garrapatas,
si presentaba sintomatologia de anaplasmosis,
si el perro era paseado y que frequencia. Los
caninos debian residir en los municipios de
Guatemala, Santa Catarina Pinula, Mixco, Villa
Nueva, Villa Canales, San Miguel Petapa del
departamento de Guatemala, Guatemala.

El tamafio de la muestra minima
requeridaerade 139 perros. Se calcul6 el tamafio
de muestra para una frecuencia del 10% basado
en las investigaciones de Barahona (2013)
y Morales (2010). Los limites de confianza
se definieron en 5% con un efecto de disefio
para muestras aleatorias y con un intervalo
de confianza del 95% (Dean et al., 2013) . La
poblacién total aproximada es de medio millén
de perros basandose en la relacion de 1 perro
por cada 5 personas (CES, 2016; INE, 2020). La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
Anaplasma phagocytophilum se limitd a los
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seropositivos del ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA) tamiz para Anaplasma
sp. (sensibilidad de 92%), asi como con algunos
seronegativos al azar para un total de 35
muestras que se calcularon a partir de la formula
de ausencia o presencia de una enfermedad
de Cannon (2001) la cual nos dio una n de 35
muestras.

De cada perro se obtuvo una muestra de
sangre enteray una de suero. Estas se guardaron
a 4°C por un maximo de 5 dias. Se realizd
primero el ELISAy las muestras de sangre entera
seropositivas en conjunto con seronegativos
seleccionados al azar se congelaron entre -15
a -25°C en alicuotas de 200pl. La extraccion de
ADN para PCR se realiz6 después de completada
todas las rondas de ELISA. Se empez6 por
desnaturalizacion con proteinasa K, RNAsa A y
buffer de digestion del kit mientras se agitaba
y descongelaba a 55°C en un bloque de calor
con agitador. El resto de los pasos se realizaron
siguiendo las instrucciones del manual del kit
PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (ThermoFisher
Scientific) y VetMAX™ A. phagocytophilum Kit
(ThermoFisher Scientific). Todas las muestras
fueron validadas por los controles internos y
externos del ensayo.

Con los resultados del ELISA se analizan
los porcentajes seroprevalencia y con los
resultados de la PCR la ausencia o presencia de
la enfermedad. Dado a que las area reportadas
como la mediana de rango de hogar de perros
vagabundos en Guatemala son de 0.3 hectareas
(Warembourg et al, 2021) se delimitaron
anillos epidemioldgicos con esta medida usando
la extensidon de Range Rings para Google Earth.
Por ultimo, se realizaron las pruebas de Chi
cuadrado, relacion de probabilidades (odds
ratio o OD) y riesgo relativo (risk ratio o RR)
para analizar las respuestas de la encuesta en
relacion a los resultados de laboratorio.

RESULTADOS

De las 153 muestras que se sometieron

‘m |

a ELISA para Anaplasma sp. se obtuvieron
19 positivos, dandonos una seroprevalencia
de la enfermedad de 12,42%. Se procesaron
en PCR para Anaplasma phagocytophillum
las 19 muestras seropositivas, asi como 17
muestras seronegativas al azar para un total
de 36 muestras. Todas las muestras resultaron
negativas.

De los 153 perros muestreados se pudo
georreferenciar a 133, incluyendo todos los 19
seropositivos. En la Figura 1 podemos apreciar
los anillos epidemioldgicos de 0.3ha alrededor
de los caninos seropositivos, asi como la
distribucién de los seronegativos en circulos
azules y sus areas de paseo en diamantes
verdes. Se puede apreciar la conglomeracion
principalmente en el area norte y noroccidente
del area de estudio. Areas que corresponden
a la Ciudad de Guatemala tuvieron 47,4% (9)
de positivos y a Mixco 26,3% (5). También
se aprecian unos positivos en area sur, que
corresponden a Villa Nueva 15,8% (3), San
Miguel Petapa 5,3% (1), y Villa Canales 5,3%
(1). Cabe destacar la ausencia de positivos en el
area oriente del departamento correspondiente
a Santa Catarina Pinula y parte oriente de la
ciudad capital correspondiente a las zonas 10,
15v 16.

Area de riesgo y seronegativos

8 s individuos seonegatios y sus sress de peseo

Guatemala 5

Figura 1. LUD  1E2UILUUUD  UE  LiLulon
para Anaplasma sp. con anillos epidemioldgicos. Area
metropolitana de la Ciudad de Guatemala, octubre-

noviembre 2021 (Google, 2021).
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En la encuesta realizada, a la mayoria de los
perros muestreados se les determindé que de
las cuatro preguntas clave del diagnoéstico de
anaplasmosis solo el haber tenido historial de
garrapatosis era altamente significativo
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(p=0.002). También se calculé que es 8 veces
mas probable que el paciente sea seropositivo
a Anaplasma sp. si alguna vez tuvo garrapatas
en su vida (OR=7.88, IC 95% 1.56-27.14). Se
considera el historial de garrapatas como
un factor de riesgo para la presencia de
anaplasmosis (RR=6.5, IC 95% 1.56-27.14),
y, al contrario, el no presentar un historial de
garrapatas se considera un factor de proteccion
contra la anaplasmosis (RR:0.15, IC 95% 0.64-
0.04). Las otras preguntas como: ver si tenia
garrapatas, si presentaba sintomatologia de
anaplasmosis, si el perro era paseado y con qué
frecuencia, presentaron ser de poca significancia
en el diagnostico de la enfermedad.

Cuadro 1.
Resultados de preguntas en la boleta, &rea metropolitana
de la Ciudad de Guatemala, octubre-noviembre 2021

Garrapatosis Seropositivos Seronegativos Total X2
actual

Si Reportaron 4 21.1% 15 11.5% 19 127% p=>0.05
No reportaron 15 78.9% 116 88.5% 131 87.3%

Total 19 12.7% 131 87.3% 150 100%

Historial de Seropositivos Seronegativos Total X2
Garrapatas

Si Reportaron 17 20% 68 80% 85 56.7% p<0.01
No reportaron 2 % 63 97% 65 4041%

Total 19 12.7% 131 87.3% 150 100%
Sintomatologia Seropositivos Seronegativos Total x?

de anaplasmosis

Si Reportaron 2 154% 11 84.6% 13 86% p<001
No reportaron 17 123% 121 87.6% 138 914%

Total 19 12.5% 132 87.4% 151 100%

Paseo frecuente Seropositivos Seronegativos Total X?

Si Reportaron 10 10.8% 83 89.2% 93 61.6% p<0.01
No reportaron 9 155% 49 84.5% 58 38.4%

Total 19 12.5% 132 87.4% 151 100%
Cuadro 2.

Odds ratio y risk ratio de preguntas en la boleta, area
metropolitana de la Ciudad de Guatemala, octubre-
noviembre 2021.

Tipo de Pregunta Odds  Limite inferior ~Limite superior
Ratio 95%IC 95% IC

Garrapatosis actual 1.93 4.74 0.64
Historial de garrapatas 7.87 27.14 1.56
Sintomatologia de anaplasmosis 0.77 3.09 0.21
Paseo frecuente 0.65 1.6 0.3

. Risk Limite inferior ~ Limite superior
Tipo de Pregunta Ratio 95%IC 95% IC
Presencia de garrapatosis actual 175 4.74 0.64
Ausencia de garrapatosis actual 0.57 1.55 021
Presencia de historial de garrapatas 6.5 27.14 1.56
Ausencia de historial de garrapatas 0.15 0.64 0.04
Presencia de sintomatologia de anaplasmosis 0.8 3.09 021
Ausencia de sintomatologia de anaplasmosis ~ 1.25 4.82 0.32
Paseo como factor de riesgo 0.69 1.6 0.3
Paseo como factor protector 1.44 3.34 0.62

Odds Ratio
Frecuencia de pasep  ——1—
Sintomatologia de anaplasmosis  F—g——————
Historial de garrapatas s
Garrapatosis actual —r

(!.IOU 1.00 "') %.:70 4 Iﬂﬂ 5 ‘00 G.IOO ‘t‘.lﬁﬂ B ;\ﬂ g ;'\ m'm
Figura 2. Odds Ratio de preguntas en la boleta. Area
metropolitana de la Ciudad de Guatemala, octubre-
noviembre 2021.

Riesgo Relativo

0.00 1.00 200 3.00 400 500 600 7.00 800 5.00 10,00

Figura 3. Riesgo Relativo de preguntas en la boleta. Area
metropolitana de la Ciudad de Guatemala, octubre-
noviembre 2021.

DISCUSION

La seroprevalencia de Anaplasma sp. en
la ciudad capital es de 12,42%, parecida a la
observada en los departamentos de Escuintla
con 16% (Barahona, 2013) y Mixco con 10%
(Morales, 2010). En conjunto podemos ver el
comportamiento de la enfermedad en ciertas
areas del pais. Lugares calidos como Escuintla
(Barahona, 2013), la zona norte de la capital,
y la zona sur del departamento (Villa Nueva,
Villa Canales, zona sur de la capital y sur Mixco)
muestran una seroprevalencia alta mientras que
las zonas frias, como la zona suroriente y oriente
de la capital (zona 10, 15y 16) y Santa Catarina
Pinula (Carretera al Salvador), no mostraron
seropositividad. Esto, debido a la preferencia de
las garrapatas a los climas calidos, ya que
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su ciclo se desarrolla mas rapidamente en ellos
(Lorenzana, 2005; Espi, 2011).

Cabe recalcar la relacion de las
geodistribuciones de los resultados de serologia
con el estatus socioeconomico de los duefios
de los perros. Si relacionamos el area en
donde viven (y donde pasean) con los anillos
epidemioldgicos de la enfermedad, obtenemos
mapas muy parecidos con los mapas de indice
de poder de compra de Central America Data
(2021), figura 4. Cuando la capacidad de
compra del duefio del perro es menor (o nula
en el caso de los perros callejeros), mayor es
la probabilidad de contraer anaplasmosis en
algiin punto de su vida. Estos resultados no son
sorprendentes,debidoaque muchosautoreshan
hecho referencia a enfermedades transmitidas
por las garrapatas siendo mas prevalentes en
zonas de bajo nivel socioeconémico (Cicuttin et
al, 2015; Gémez et al, 2017; Opazo et al, 2019;
Tasayco et al , 2017). Esto podria deberse a la
capacidad del duefio para comprar y aplicar a
los perros ectoparasiticidas comerciales para el
control de pulgas y garrapatas; asimismo, a la
ignorancia de laimportancia del control de estos
ectoparasitos. Una investigacidon realizada en
Venezuela refleja lo mencionado anteriormente;
el estudio reporté que los duefios, aunque si
sabian que sus animales les pueden transmitir
enfermedades, la mayoria no aplicaba un plan
de vacunacioén y desparasitacion, inicamente el
aporte de cachorro (Javitt, 2013).

s Juan Sasatopiqur

Inartldemnampu
L : e |
Figura 4.Comparativoentremapadeanillosepidemioldgicos

de Anaplasma sp. con mapa socioeconémico de la Ciudad
de Guatemala, octubre-noviembre 2021. Adaptado de:
(Google, 2021; Central America Data, 2021).

Nota: Izquierda: area metropolitana con los anillos
epidemioldgicos de A. phagocytophilum. Derecha: Mapa
de la de la capacidad de compra de poblacion en el area
metropolitana de la Ciudad de Guatemala. Adaptado de:
(Google, 2021;Central America Data, 2021).

Esta pregunta depende solamente de
la capacidad de detectar el vector, creando
asi variantes que no se pudieron controlar
en la investigacién. La sintomatologia de la
enfermedad es demasiado inespecifica para
solo basar el diagndstico en ella; también por
el caracter asintomatico de la enfermedad y el
método de deteccion. Al no contar con PCR para
otras especies aparte de A. phagocytophillum,
no podemos contabilizar cudntos seropositivos
habifan sobrepasado la enfermedad; tampoco
cuantos estan infectados por otras especies de
Anaplasma.

Cabe mencionar que tampoco existe
relacion entre la anaplasmosis y la frecuencia de
paseo de los perros; inclusive se observa que casi
la mitad de los seropositivos no son paseados
regularmente 47,4% (9). Este fen6meno puede
deberse a que no es necesario que un perro sea
paseado para que entre en contacto con una
garrapata. Es posible que el perro tenga algin
contacto o cercania con animales y alli entrar
en contacto con una garrapata. Esto es similar a
los resultados de un estudio realizado en Cuba,
donde mientras mas contactos tenia con otros
animales, mas probable era que el perro tuviera
garrapatas (Rodriguez et al.,, 2021).

No se encontré presencia de Anaplasma
phagocytophilum en el area de estudio. Se
debe mencionar que la ausencia de evidencia
no significa evidencia de ausencia, aunque se
hayan utilizado férmulas estadisticas como la
de Cannon (2001) para comprobarlo.

CONCLUSIONES

La prevalencia de Anaplasma sp. en el
area metropolitana de la ciudad de Guatemala
es de 12,47% y no se encontrd presencia de
la especie A. phagocytophilum. Observando
la geodistribuciéon de los resultados podemos
inferir que la anaplasmosis esta relacionada con
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el estatus socioecondmico del dueno,
donde a menor capacidad de compra mayor
probabilidades de que el canino contraera la
enfermedad. Estadisticamente la pregunta mas
significativa para sospechar de anaplasmosis es
si alguna vez el perro tuvo garrapatas; siendo 8
veces mas probable que en este caso el paciente
salga seropositivo a Anaplasma sp.
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