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Deteccion molecular de agentes causantes de enfermedades transmitidas por garrapatas

RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por garrapatas (Ixodidae) son globalmente importantes,
porque representan un riesgo para los animales domésticos y salvajes. El ganado se ve
afectado por este tipo de enfermedades, ya que se encuentra libremente en los sitios con
buena vegetacion, lo que predetermina su papel de hospedadores para las garrapatas
como vectores de enfermedades producidas por parasitos intracelulares.

Nuestro estudio no confirma los conocimientos previos de que hay prevalencia de las
enfermedades Anaplasma phagocytophilum y Babesia spp. en el ganado, esto se puede
deber al numero reducido de muestras analizadas. La distribucion y numero de
garrapatas esta afectado por varios factores bidticos y abioticos, entre ellos destacamos
el factor climatico, ya que el clima en los paises de interés se ha cambiado en los ultimos
afnos.

La muestra positiva a Theileria annulata o Theileria orientalis procede de la ganaderia
en Vranov nad Toplou (Eslovaquia). La enfermedad teileriasis producida por estos
patdgenos es transmitida por garrapatas. La vaca infectada no presentaba ninguno de
los sintomas de la enfermedad, lo que se debe a que los animales fuertes y sanos pueden
presentar la enfermedad crénica sin demostrar los sintomas tipicos. Por esto, la
enfermedad se puede transmitir a otros animales de una poblacién por las garrapatas
sin saberlo. La enfermedad, si presenta un riesgo para los animales débiles, estresados
o con inmunidad baja y puede producir asi la epidemia de enfermedad o pérdidas
econdmicas debido a las muertes innecesarias.

El estudio quiere sefalar la importancia de controlar las enfermedades transmitidas por
garrapatas y las garrapatas en el medio ambiente que presentan una amenaza para los
animales, pero también para el ser humano.

SUMMARY

The diseases transmitted by ticks (Ixodidae) are globally important because they
represent a risk for domestic and wild animals. Livestock is affected by this type of
diseases, since it is found freely in sites with good vegetation, which predetermines its
role as hosts for ticks as vectors of diseases produced by intracellular parasites.

Our study does not confirm previous knowledge that there is a prevalence of Anaplasma
phagocytophilum and Babesia spp. in cattle, which may be due to the reduced number of
samples analyzed. The distribution and number of ticks are affected by several biotic and
abiotic factors, among them we highlight the climatic factor, since the climate in the
countries of interest has changed in recent years.

The positive sample of Theileria annulata or Theileria orientalis comes from livestock in
Vranov nad Toplou (Slovakia). The disease theileriasis produced by these pathogens is
transmitted by ticks. The infected cow did not show any of the symptoms of the disease,
which is due to the fact that strong and healthy animals can present the chronic disease
without demonstrating the typical symptoms. Because of this, the disease can be
transmitted to other animals in a population by ticks without knowing it. The disease does
present a risk for weak, stressed or low immunity animals and thus produce epidemic of
disease or economic losses due to unnecessary deaths.

The study wants to point out the importance of controlling the diseases transmitted by
ticks and ticks in the environment that pose a threat to animals, but also to humans.
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ZHRNUTIE

Choroby prenasané klieStami (Ixodidae) su celosvetovo délezité, pretoze predstavuju
riziko pre domace a volne zijuce zvierata. Dobytok je postihnuty tymito ochoreniami,
pretoze sa nachadza volne na miestach s dobrou vegetaciou, ktora predurcuje ich ulohu
byt” hostitelmi klieStov ako vektorov choréb spésobenych intracelularnymi parazitmi.
Nasa studia nepotvrdzuje predchadzajuce vedomosti, Ze prevlada infekcia s Anaplasma
phagocytophilum a Babesia spp. u hovadzieho dobytka, ¢o mdze byt spésobené nizkym
poctom analyzovanych vzoriek. Distribucia a pocCet klieStov ovplyvnuju viaceré biotické a
abiotické faktory, medzi ktorymi upozorfiujeme na klimaticky faktor, pretoze v poslednych
rokoch doslo k zmene podnebia v tychto krajinach.

Pozitivna vzorka Theileria annulata alebo Theileria orientalis pochadza z hospodarskych
zvierat z Vranova nad Toplou (Slovensko). Ochorenie teileriaza produkované tymito
patogénmi sa prenasa klieStami. Infikovana krava nevykazovala ziadny zo symptémov
ochorenia, Co je spbsobené tym, Ze silné a zdrave zvierata mézu byt chronicky nakazené
bez toho, aby preukazovali typické priznaky. Z tohto dévodu mdze choroba prenasana
klieStami na iné zvierata v populacii ostat’ bez povSimnutia. Ochorenie predstavuje riziko
pre zvierata, ktoré su slabé, stresované alebo maju znizenu imunitu, o méze spdsobit
epidémiu chordb alebo ekonomické straty v dosledku zbytoCnych umrti zvierat.

Studia chce poukézat na délezitost’ kontroly choréb prenasanych kliestami a klietov vo
volnej prirode, ktoré predstavuju hrozbu pre zvierata, ale aj pre fudi.

PALABRAS CLAVE
Theileria annulata, Theileria orientalis, Babesia spp., Anaplasma phagocytophilum, Bos
taurus, DNA, rDNA, Msp2

KEYWORDS
Theileria annulata, Theileria orientalis, , Babesia spp., Anaplasma phagocytophilum, Bos
taurus, DNA, rDNA, Msp2
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Theileria annulata, Theileria orientalis, Babesia spp., Anaplasma phagocytophilum, Bos
taurus, DNA, rDNA, Msp2
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1. INTRODUCCION

La Limousine es unaraza de Bos Taurus Linnaeus, 1758 que procede del Sur de Francia.
La raza es de alta produccidn carnica ya que es bastante musculosa, con carne de buena
calidad y con escasa cobertura de grasa. Esto hace que su produccion esté extendida
globalmente por todo el mundo siendo en Europa la raza de produccién carnica mas
empleada.

En Eslovaquia, el numero de vacas Limousine sigue una tendencia de empleo creciente,
sin embargo, en Galicia no es tan comun, ya que en esta comunidad autonoma
predomina la raza Rubia Gallega y las ganaderias con Limousine son mas bien escasas.

1.1. LA GARRAPATA COMO VEHICULO DE INFECCION

Las garrapatas de la familia Ixodidae tienen un escutelo duro en la parte dorsal de su
cuerpo, que es la caracteristica que mas facilmente las hace identificables de otras
especies parecidas.

La garrapata comun (/xodes ricinus, Acarina Ixodidae, Linnaeus, 1758) parasita a todo
tipo de animales, incluido el hombre. Esta garrapata es una gran trasmisora de
enfermedades. En la misma familia nos encontramos con otras especies también
transmisoras de enfermedades como son Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806),
Dermacentor reticulatus (Fabricius, 1794), Haemaphysalis spp., Hyalomma spp., entre
otras.

Nos centraremos en /. ricinus, ya que es mas abundante en Europa (principalmente en
zonas de nuestro estudio) y es el transmisor tipico de enfermedades. /. ricinus es
endémica de Europa con la excepcidon de la region mediterranea y sus habitats mas
comunes son prados, bosques caducifolios y mixtos y, en general, zonas con abundancia
de hospedadores y sitios humedos con vegetacion bastante densa. Los hospedadores
mas comunes de /. ricinus son los rebafios debido a su alta densidad, lo que permite
acumular grandes poblaciones de parasitos. Esto permite normalmente tener un numero
elevado de parasitos que facilita la propagacion de enfermedades del grupo de las
zoonosis, peligrosas ya que se pueden trasmitir al ser humano.

El ciclo de vida de I. ricinus consta de tres hospedadores, que dura normalmente entre
dos y cuatro afios. A lo largo de él se alteran tres etapas de desarrollo - larva, ninfa y
adulto, solo presentando los adultos los sexos diferentes. En funcion del tamano de
desarrollo la garrapata se alimenta de la sangre de animales de diferente tamano. Este
fendbmeno esta relacionado con el distinto tamano de los estadios de /. ricinus, ya que
las larvas, que presentan 6 patas, se alimentan de sangre de pequefios animales
(insectivoros, roedores, reptiles, pequenos mamiferos, etc.). Las ninfas que ya poseen 8
patas se alimentan chupando sangre de animales de pequefio o mediano tamarno. En
este estadio la ninfa necesita alimentarse alrededor de una semana para poder
metamorfosear al adulto, en el que se van a diferenciar los dos sexos. El dimorfismo
sexual es muy significativo, ya que los machos no se alimentan o se alimentan
limitadamente. Sin embargo, las hembras se alimentan de sangre de animales medianos
o grandes incluyendo los humanos. La fecundacién de la hembra por parte del macho se
produce en el hospedador mientras que la hembra esté chupando la sangre. Después
de una fecundacién exitosa, la hembra pone entre 2000 y 5000 huevos y se morira tras
la desecacion de su cuerpo (los huevos utilizan los nutrientes conseguidos del cuerpo de
la madre).
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1.2. PATOGENOS TRANSMITIDOS POR LA GARRAPATA

Los patdgenos mas importantes que transmiten las garrapatas de la especie /. ricinus
son, sobre todo, Anaplasma phagocytophilum (Theiler, 1910) y Babesia spp. En un
principio, la probabilidad de encontrar los patdgenos mencionados es bastante alta en el
ganado vacuno.

A. phagocytophilum es un parasito intracelular obligado perteneciente al orden
Rickettsiales. Es un microorganismo intracelular gram negativo que parasita en los
neutrofilos (granulocitos) de los hospedadores, produciendo la anemia hemolitica. Esta
enfermedad se denomina anaplasmosis y es una de las enfermedades infecciosas
principales del ganado. En Europa, A. phagocytophilum es transmitido por garrapatas de
I. ricinus (Vichova et al. 2011).

La piroplasmosis o babesiosis es una enfermedad causada por parasitos
hemoprotozoicos transmitidos por garrapatas que comprenden varias especies de
Theileria spp. y Babesia spp. (Garcia-Sanmartin et al. 2016).

Se conoce que los parasitos hemoprotozoicos transmitidos por garrapatas, Babesia spp.
y Theileria spp., producen anemia en los animales infectados.

Babesia spp. es un protozoo parasito del orden Piroplasmida que infecta eritrocitos. La
enfermedad normalmente afecta al ganado, pero también puede afectar al ser humano.
La especie predominante de Babesia spp. en Europa es B. divergens cuyo habitat
predominante es el clima templado. En este caso, el transmisor tipico es la garrapata
Dermacentor reticulatus.

Al orden Piroplasmida pertenece también otro patégeno importante — Theileria spp. Este
protozoo necesita primero leucocitos y después eritrocitos para completar su ciclo de
vida en los hospedadores, que suelen ser los mamiferos.

En particular, el género Theileria se distingue por la infeccion de leucocitos por
esporozoitos, la maduracién de los esquizones en merozoitos y la posterior infeccion de
los glébulos rojos para formar piroplasmas (Uilenberg 2006; Mans et al. 2015). Dentro
de este género existen dos especies principales, T. annulata y T. orientalis.

Theileria annulata (Dschunkowsky y Luhs, 1904) produce la enfermedad, teileriasis o
piroplasmosis. La teileriasis producida por T. annulata se denomina, mas concretamente,
teileriasis mediterranea o teileriasis tropical y produce el tipo de teileriasis de mayor
incidencia de todas. Los hospedadores intermediarios suelen ser las garrapatas del
género Hyalomma. Este género se localiza en China, Oriente Proximo, Africa, Balcanes,
apareciendo tanto en Espafia como en Eslovaquia. T. annulata es por lo tanto un
protozoo parasito intracelular obligado del ganado vacuno y del bufalo doméstico (Fig.
1). Los principales signos clinicos asociados con la infeccion incluyen fiebre, inflamacion
de los ganglios linfaticos superficiales, inapetencia, taquicardia, disnea y debilidad,
anemia. La leucopenia y la linfocitopenia son las alteraciones hematologicas mas
comunes en la infeccion aguda por T. annulata pudiendo producir una disminucién de la
produccién de leche en infecciones cronicas de ganado lechero (Ros-Garcia et al. 2012).
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Fig. 1. Fotografia microscopica de frotis de sangre de bovino con los eritrocitos infectados con parasitos
Theileria annulata causantes de la piroplasmosis en ganado. La flecha sefiala el protozoo Theileria
annulata (fuente: Wikipedia).

La otra especie T. orientalis (Yakimoff y Soudatschenkoff, 1931) parasita los eritrocitos
del animal hospedador y los destruye. Es responsable de la enfermedad conocida como
teileriasis benigna o no transformante. Realmente el grupo T. orientalis consiste en varios
parasitos estrechamente relacionados entre si: T. sergenti (Yakimoff y Dekhtereff, 1930),
T. buffeli (Morel y Uilenberg, 1981) y T. orientalis. Son protozoos parasitos intracelulares
que presentan diferentes formas (ovalado, redondo, forma de coma y otras), siendo
normalmente de un tamafno mas grande que otros representantes del género Theileria
spp. Este grupo es tipico en Japon, China 'y Corea, pero debido a la globalizacién mundial
su infeccidn se esta extendiendo por todo el mundo.

Los sintomas de las enfermedades producidas por todos los patdgenos mencionados
previamente, Theileria spp., Babesia spp. y A. phagocytophilum son muy parecidos
(anemia, pérdida del peso, letargo y fiebre). De todos ellos, la infeccion por Theileria spp.
es la mas importante a la escala mundial, sobre todo debido al transporte de animales
vivos. Hay que tener en cuenta que las enfermedades zoondticas (transmisién animales-
humanos) parasitarias mencionadas anteriormente se pueden transmitir tanto de
vectores o trasmisores (garrapatas) al animal como de un animal a otro (dentro de una
manada). En este segundo caso se habla de transmision transovarica u/o transestadial.
La transmisién transovarica ocurre cuando una hembra infectada transmite los
patdgenos a los huevos que pone. Esta transmision es mas comun para las infecciones
fuertes generalizadas como es por ejemplo virus de la encefalitis transmitida por
garrapatas. La transmision transestadial ocurre cuando un estadio de garrapata es
infectado y al mudar se mantiene en el siguiente estadio. Este tipo de transmision es la
mas comun. Debido a que cada estadio de parasito se alimenta de animales de diferente
tamano, puede asi transmitir diferentes tipos de patdgenos entre los animales de una
determinada zona (por ejemplo, debido a esto se pueden transmitir enfermedades
transmitidas por garrapatas de una rata a una vaca). Esto significa que cuando aparezca
un patégeno dentro de una poblacién de animales, la infeccién se puede propagar entre
otros miembros de la poblacion, lo que implica un riesgo general para la poblacion entera.
Otra forma alternativa de transmitir la infeccion es la transmisién mecanica (este tipo se
conoce para los parasitos Anaplasma spp.) que se produce a través de los insectos
chupadores de sangre. Estos insectos transmiten la sangre infectada de los animales en

11
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la fase aguda de la enfermedad a los animales susceptibles. Existe también una
transmision alternativa que se puede producir en las granjas a través de instrumentos
contaminados tras la manipulacion con los animales.

Debido a su incidencia en las granjas europeas nos centraremos en el estudio de
Babesia spp. y A. phagocytophilum.

12
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es la deteccion de patdégenos transmitidos por los
transmisores, garrapatas, potencialmente peligrosos para los bovinos.
Un objetivo secundario es explicar las enfermedades causadas por estos patdégenos, su
caracterizacion detallada e importancia a nivel poblacional y mundial.

En el estudio se hace un analisis de sangre de bovinos elegidos al azar de tres
ganaderias diferentes (dos de Eslovaquia y una de Espafia) para tener una vision global
a la posible apariciéon de enfermedades que nos interesan en el trabajo. Los resultados
del analisis de dos paises diferentes, Eslovaquia y Espafa, se comparan y se discuten.
Este estudio intenta acercarse al tema de importancia de las infecciones transmitidas por
garrapatas y a la necesidad del control de la diseminacion de estas enfermedades.

13
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. AREAS DE ESTUDIO

Las muestras de sangre fueron recogidas durante los afios 2017 y 2018 de un total de
24 animales, 16 de Eslovaquia y 8 de Espana.

Las 16 muestras de Eslovaquia proceden de dos ganaderias diferentes del Este del pais.
8 de una ganaderia situada en la cuidad de Vranov nad Toplou (48°54°N, 21°40°E), y las
otras 8 de una ganaderia situada en el pueblo Jastrabie nad Topfou (48°56°N, 21°36°E)
(Fig. 2.). Estas muestras una vez obtenidas se llevaron al laboratorio de Instituto
Parasitoldgico de Eslovaquia en unos tubos con anticoagulantes bajo refrigeracion. Las
8 muestras de Espana proceden de una ganaderia situada en Galicia en el municipio de
Melide (42°55°N, 8°0'E) (Fig. 3.). Estas muestras se transportaron en unos tubos con
anticoagulantes hasta el Centro de Investigaciones Cientificas Avanzadas (CICA).

Slovakia Jastrabie nad Toplou Presovsky kraj, Slovakia
Vranov nad Toplou
Jastrabie nad Toplou

Vranov nad Toplou

Fig. 2, Mapa de Eslovaquia sefialando las divisiones administrativas (regiones) y 2 localizaciones donde
se encuentran las ganaderias (izquierda). Mapa de provincia PreSovsky kraj con sefaladas localidades de
ganaderias investigadas — Vranov nad Toplou (48°54°N, 21°40°E) y Jastrabie nad Toplou (48°56°N,
21°36°E) (derecha).

Melide Galicia, Spain Melide

Spain : o

Fig. 3. Mapa de Espafia sefialando las autonomias y una localizacion dénde se encuentra la ganaderia
(izquierda). Mapa de region Galicia con sefalada la localidad de ganaderia investigada — Melide (42°55°N,
8°0°E) (derecha).

3.2. ANALISIS DE ADN

El ADN genomico de la sangre de las muestras de Eslovaquia se aislé utilizando
NucleoSpin Blood Kit (Macherey-Nagel, Alemania) segun la recomendacion del

14
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fabricante. El ADN gendmico de la sangre de las muestras de Galicia se aisl6 utilizando
NZY Tissue gDNA Isolation Kit (NZY Tech, Portugal) también siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La deteccion molecular de patdogenos se realizd
mediante PCR.

Para determinar la presencia de patdogenos de Babesia spp. se emplearon los cebadores
BJ1 BN2 (Casati et al. 2006) que amplifican un fragmento de ADN ribosémico 18S ~ 450
pb de longitud (Tabla 1). En el caso de las muestras A. phagocytophilum la determinacion
consistié en una amplificacion del gen Msp2 de ~ 334 pb de longitud utilizando los
cebadores MSP2f y MSP2r (Eberts et al. 2011) (Tabla 1).

Tabla 1: los cebadores usados en PCR

Hospedador/gen | Cebador | Secuencia (5‘-3°) Longitud | Referencia
(pb)

Babesia spp. BJ 1 GTCTTGTAATTGGAATGATGG Casati et al.
18S rDNA BN 2 TAGTTTATGGTTAGGACTACG 450 2006
Anaplasma MSP2f CCA GCG TTT AGC AAG ATA AGA

phagocytophilum G Eberts et al.
Msp2 334 2011

MSP2r GCC CAG TAA CAT CAT AAG C

Para cada muestra se realizaron 2 PCRs. La preparacion de la mezcla de reaccion se
hizo utilizando el kit FIREPol® Master Mix Ready to Load con 7,5 mM MgCl> (Solis
BioDyne, Alemania). La mezcla de reaccion se realizé en una caja de refrigeracion en
una camara de flujo laminar. Para cada muestra se hizo una solucion de reaccién de 20
Ml que se componia de 5 yl de Master Mix, 1 pl del primer 1, 1 yl del primer 2 y 13 pl de
agua esteéril. Posteriormente, se afadieron 5 yl de ADN molde. Se utilizaron controles
positivos y negativos en las reacciones de PCR. De control positivo se utilizd una muestra
en la que la presencia del patdbgeno ya se habia confirmado anteriormente y el control
negativo consistia en 5 pl de agua estéril afiadida al microtubo en lugar de ADN molde.
Los microtubos se colocaron con la mezcla asi preparada en un termociclador con los
programas de PCR que se detallan a continuacion:

Para Babesia spp. una desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 94°C, seguido de 35
ciclos de desnaturalizacidon a 94°C durante 1 minuto, hibridacién a 55°C durante 1 minuto
y elongacion a 72°C durante 2 minutos. La amplificacion se completé con un paso
adicional de 5 minutos a 72°C.

Para A. phagocytophilum una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95°C, seguido de
35 ciclos de desnaturalizacidon a 95°C durante 30 segundos, hibridacion a 55°C durante
30 segundos y elongacion a 72°C durante 1 minuto. La amplificacion se complet6 con un
paso adicional de 5 minutos a 72°C.

La visualizacion de las amplificaciones de las PCRs se ha realizado en un gel de agarosa
a 1,5% en tampon TAE (Tris acetato EDTA) al que se ha afadido 4 uyl de colorante
GoldView Nucleic Acid Stain (Beijing SBS Genetech Co. Ltd., China).

Los tamafios de los fragmentos amplificados se compararon con un ADN marcador de
100 pb (GeneRuler, Fermentas, Estados Unidos). La electroforesis en gel horizontal se
realizé a 130 V, durante aproximadamente 15-25 minutos.

La muestra de PCR positiva se purifico usando el kit de purificaciéon ISOLATE Il PCR and
Gel Kit (Bioline, Reino Unido) y se secuencio. Esta se hizo en Laboratorio de
Microbiologia e Inmunologia Biomédica de Universidad de Medicina Veterinaria y
Farmacia en KoSice, Eslovaquia. Estas secuencias fueron comparadas con las
existentes de GenBank mediante Blast N2.2.13.
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4. RESULTADOS

Todas las vacas, tanto de Eslovaquia como de Espafa, fueron analizadas para la
presencia de Babesia spp. y A. phagocytophilum. El analisis se hizo de la sangre extraida
de las vacas, cuya extraccion fue realizada por los veterinarios encargados de los
animales. Los parasitos Theileria spp. se analizan junto con Babesia spp. y se
diferenciaran en la secuenciacion gendémica de muestras positivas a Babesia spp.

De la primera ganaderia analizada — localizada en Vranov nad Toplou (localidad 1), sélo
una vaca (numero 4167) fue positiva para Babesia spp. (tabla 2.) lo que se observa en
el gel de electroforesis en la Fig. 4. Esta muestra fue enviada a la secuenciacion del
ADN. El analisis BLAST confirmé un 99% de similitud con las secuencias de nucledétidos
de Theileria annulata aislado Haryana 4 (Acc.No. MF287924), de T. sergenti aislado 126
de Rhipicephalus annulatus ninfa eliminada del ganado en Italia (Acc.No. KX375823), de
T. buffeli aislado HS252 de sangre de ganado indigena coreano (Acc.No. KX965722), de
T. orientalis aislado Kempey 6, Australia, ganado (Acc. No. AB520953) y en otros en
menor proporcion. Esta muestra sin embargo era negativa para A. phagocytophilum. El
resto de vacas de la localidad 1 fueron negativas tanto para Babesia spp. como para A.
phagocytophilum.

Tabla 2: Resultados del analisis de vacas para Babesia spp. y Anaplasma phagocytophilum. Ganaderia
localizada en Vranov nad Toplou, Eslovaquia; analisis 25.7. 2017 (localidad 1).

Numero de vaca Babesia spp. Anaplasma
phagocytophilum

2033
1745 (2
4023 (3

(1)
(2)
(3)
4167 (4) n ;
(5)
(6)
(7)
(8)

0643 (5
0659 (6
3431 (7
4495 (8
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12345678PL 1234567 8PN

Fig. 4: Electroforesis en gel de agarosa que muestra ADN amplificado para: (A) Babesia spp.; 1-8 muestras
de animales con genoma amplificado; P - control positivo; L — 100bp marcador. (B) Anaplasma
phagocytophilum; 1-8 muestras de animales con genoma amplificado; P — control positivo; N — control
negativo.

La segunda ganaderia de Eslovaquia — localizada en Jastrabie nad Toplou (localidad 2)
no presentd ninguna muestra positiva para Babesia spp. ni para Anaplasma
phagocytophilum (tabla 3.) lo que vemos en el resultado de la visualizacién del gel de
electroforesis en la Fig. 5.

Tabla 3: Resultados del analisis de vacas para Babesia spp. y Anaplasma phagocytophilum. Ganaderia
localizada en Jastrabie nad Toplou, Eslovaquia; analisis 23.8. 2017 (localidad 2).

Numero de vaca Babesia spp. Anaplasma
phagocytophilum

2038 (1) - -
2917 (2) - -
2035 (3) - -
3503 (4) - -
3427 (5) - -
4466 (6) - -
6189 (7) - -
7172 (8) - -

12345678 PPL1234561780P

Fig. 5: Electroforesis en gel de agarosa que muestra ADN amplificado para: (a) Babesia spp.; 1-8 muestras
de animales con genoma amplificado; P - control positivo; L — 100bp marcador. (b) Anaplasma
phagocytophilum; 1-8 muestras de animales con genoma amplificado;

P — control positivo.
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En el caso de Espafia se analizaron muestras de la ganaderia localizada en el municipio
Melide (localidad 3). De las 8 muestras elegidas al azar, ninguna muestra era positiva
para Babesia spp. ni A. phagocytophilum (tabla 4.), lo que se observa en la visualizacion
del gel de electroforesis en Fig. 6.

Tabla 4: Resultados del analisis de vacas para Babesia spp. y Anaplasma phagocytophilum. Ganaderia
localizada en Melide, Espania; analisis 28.3. 2018 (localidad 3).

Numero de vaca Babesia spp. Anaplasma
phagocytophilum

0478 (1
5404 (2
6682 (3
0477 (4
7224 (5

(

(

(

7223 (6
7222 (7
6675 (8

)
)
)
)
)
)
)
)

e eo78 PP | NL12 345617 8§PPN

Fig. 6 Electroforesis en gel de agarosa que muestra ADN amplificado para: (A) Babesia spp.; L -100bp
marcador; 1-8 muestras de animales con genoma amplificado; P - control positivo; N — control negativo.
(B) Anaplasma phagocytophilum; L - 100bp marcador; 1-8 muestras de animales con genoma amplificado;
P — control positivo; N — control negativo.

Segun los resultados de las muestras analizadas de Eslovaquia (de las dos granjas), la
prevalencia promedia del orden Piroplasmida era de unos 6,25%. La prevalencia en
Espafia no se podia calcular (o seria 0%) ya que todas las muestras elegidas
aleatoriamente fueron negativas.
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5.DISCUSION

Segun los resultados de este trabajo, parece que no hay una alta prevalencia de
anaplasmosis ni piroplasmosis en el ganado de ganaderias seleccionadas de Eslovaquia
y Espafia. Obviamente hay que tener en cuenta que se ha analizado un numero tan
pequefio de animales que fueron elegidos al azar (es decir no presentaban ningunos
sintomas de enfermedades), por lo que los resultados no son concluyentes, pero este
trabajo si que constituye una pequefa introduccion al aprendizaje y desarrollo de las
técnicas descritas. Hoy en dia podria parecer que ya no hay animales enfermos o que
falta el transmisor de enfermedad — las garrapatas. Existen varios estudios y los
veterinarios nos confirmaron que siguen apareciendo las enfermedades citadas
previamente en el ganado (consulta personal con MVDr. Juraj Marcin). Tampoco se
puede decir que los transmisores faltan, ya que en este estudio no se hizo el monitoreo
de las poblaciones de las garrapatas.

Los animales de las ganaderias del Este de Eslovaquia estan cuidados, alimentados y
se les proporcionan vitaminas y agentes antiparasitarios y cumples las revisiones
veterinarias pertinentes (apreciacion personal).

Asi esos agentes antiparasitarios podrian ser la razon de muestras negativas para los
patdgenos mencionados previamente. Pero, como una muestra salia positiva a T.
annulata o T. sergenti, se puede deducir que los patdgenos se encuentran en el habitat.
Hay que tener en cuenta que se necesitaria solo un animal para producir una epidemia
de enfermedad, ya que la pueden transmitir las garrapatas del animal infectado a los
animales libres de infeccion. La ganaderia situada en Melide (Galicia, Espafa) no
presentaba ningun animal enfermo. Este resultado negativo se podria deber al tiempo
de recogida de sangre (invierno, frio, abundantes lluvias) o a otros factores mencionados
anteriormente.

Las garrapatas pertenecen al grupo epidemioldégicamente mas significativo y mas
extendido de artrépodos ectoparasitos que se alimentan de la sangre. Cumplen una
funcién importante de los vectores en la transmision y reservorios de diversos agentes
patogenos de enfermedades animales y humanas. Debido a su representacion
estructurada y de diversas areas climaticas, Eslovaquia es un area adecuado para la
aparicion, transmision y propagacion de enfermedades transmisibles con la naturaleza
del enfoque natural (Petko y Majlathova, 2005). En el caso de Espania, el clima y la
vegetacion varian de Norte a Sur, lo que afecta la distribucion de garrapatas y, en
consecuencia, la presencia de enfermedades transmitidas por garrapatas (Barandika et
al. 2011).

Los dos paises, Eslovaquia y Espaia, presentan condiciones ideales para el desarrollo
adecuado de las enfermedades transmitidas por garrapatas que representan una
amenaza para los hospedadores tipicos (entre ellos el ser humano).

El clima afecta significativamente la propagacion de garrapatas de /. ricinus en nuevas
areas (Talleklint and Jaenson, 1998; Lindgren et al. 2000; Daniel et al. 2003; Randolph,
2004; Materna et al. 2005; Danielova et al. 2008). En relacion con los cambios
ambientales, estan surgiendo nuevas localizaciones adecuadas para la supervivencia de
las garrapatas en las areas donde las condiciones no eran favorables en el pasado. Este
hecho también afecta la epidemiologia de las enfermedades transmitidas por garrapatas
y la formacion de nuevas relaciones huésped-parasito (Majlathova et al. 2011).
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Este resultado podria ocurrir por diferentes razones, entre ellos, cambio climatico,
cambio de paisaje, dinamica de populacién de animales, migracion.

En Eslovaquia en los ultimos afios, el limite latitudinal ha aumentado debido a cambio
climatico y calentamiento global. Segun Balajka et al. (2005) la temperatura media anual
subié en mas de 1°C en Eslovaquia durante los ultimos 25 afos. En Espafia se predice
el efecto parecido. El afo 2017 ha sido extremadamente calido en Espafia, con una
temperatura media de 16,2 °C, valor que supera en 1,1 °C al valor medio anual (periodo
de referencia 1981-2010) (AEMET, 2017).

En general, estos fenbmenos se han asociado a cambios complejos ecoldgicos y
climaticos que han favorecido y aumentado las densidades de los vectores y sus
reservorios, pero también se han visto afectados por procesos que han sido
desencadenados o acelerados por el hombre tales como la globalizacion, desarrollo,
deforestacion y cambios en el uso de la tierra (Calle et al. 2017).

Gracias a su distribucién elevada, muchas enfermedades transmitidas por garrapatas se
propagan dentro del ganado y entre diferentes paises europeos que, sobre todo,
comparten condiciones ideales (como temperatura y humedad) para la propagacion
exitosa de varias enfermedades (sobre todo las que transmiten garrapatas).

Entre los fendmenos que favorecen la propagacion de enfermedades transmitidas por
garrapatas destaca el calentamiento global. No es el unico factor, pero es importante, ya
que, gracias a este fendmeno, el rango de distribucién se extiende cada vez mas (hacia
el norte y a las alturas mas elevadas). También se sabe que las garrapatas son bastante
resistentes y son capaces de adaptarse a las condiciones adversas, lo que favorece su
propagacion entre paises y entre continentes. Sobre todo, la propagacion entre
continentes podria afectar la dinamica de parasito-hospedador. Este tipo de propagacion
podria ser peligroso, ya que la llegada de nuevas cepas de enfermedades podria cambiar
la dinamica de animales y podria posiblemente producir epidemias de nuevas
enfermedades que no son controladas en paises receptores.

Segun esto las areas de distribucibn de garrapatas deberian aumentar, pero los
resultados de este estudio no lo demuestran. Una posible explicacion podria ser que las
enfermedades estudiadas (anaplasmosis y piroplasmosis) van disminuyendo a lo largo
del tiempo, pero para confirmar esto se deberian hacer estudios adicionales. Otra
explicacion mas probable es que, como las vacas fueron elegidas al azar, simplemente
no coincidié con los animales infectados.

La abundancia de garrapatas en una determinada localidad no solo depende del clima,
también de otros factores, entre ellos destacamos factores bioticos (abundancia de
huéspedes, habitat adecuado, frecuencia de contacto garrapata-humano o garrapata-
animal) y factores abioticos (humedad, temperatura y precipitacion). Otro factor
importante es la probabilidad de infeccion, presencia de animales infectados o no
infectados y su densidad poblacional. Gracias a todo esto, las garrapatas aumentaron
en numero en los ultimos afios, lo que representa un riesgo para la salud de los animales
y salud publica. (Schwarz et al. 2012).

Este estudio intenta acercarse al tema de importancia de las infecciones transmitidas por
garrapatas y a la necesidad del control de la diseminacion de estas enfermedades.

Las garrapatas [ ricinus estan ampliamente distribuidas en regiones climaticas
moderadas de Europa, tanto en habitats naturales como urbanos (Pangracova et al.
2013), siendo esta garrapata la especie mas abundante en Espana (Barandika et al.
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2014). 1. ricinus es el transmisor tipico de A. phagocytophilum, pero puede transmitir otros
patégenos, entre ellos T. annulata o T. sergenti, que se han encontrado en el ganado. /.
ricinus es la garrapata mas abundante en Europa en el hemisferio norte, pero aparecen
otros, también transmisores importantes de enfermedades, entre ellos Dermacentor
reticulatus, Rhipicehalus sanguineus, Haemaphysalis spp., Hyalomma spp.

La unica muestra positiva presento infeccion con T. annulata o T. orientalis, patogenos
que en el pasado aparecian solo en Asia, pero a lo largo del tiempo y gracias a los
fendbmenos de importacion y exportacion de animales por todo el mundo, han aparecido
en otros continentes, también en Europa. Como pertenece al mismo orden que Babesia
spp., el analisis por PCR se hace solo para la presencia de Babesia spp. Los sintomas
de la infeccion se parecen a los de que produce Babesia spp., entre ellos anemia,
inmunidad baja, pérdida del peso, crecimiento retardado. La enfermedad normalmente
no es letal, pero presenta riesgo para la populacion.

La vaca numero 4167 no presentaba ninguno de estos sintomas, ya que se han elegido
animales al azar que estaban en un buen estado fisico. Evidentemente, el animal puede
padecer la enfermedad y no presentar sintomas. Los animales adultos, fuertes y
sobretodo sanos, pueden estar infectados y no les molestaria, pero el parasito que
produce la infeccion se queda en su sangre. En el caso de estrés prolongado o cambios
importantes que debilitan al animal (hembras prefiadas, lactancia y otros) se podria
activar el parasito y producir problemas de salud, que posiblemente podrian ser
peligrosos para el animal en peor estado fisico. La infeccion se puede transmitir a la
descendencia a través de la placenta, lo que lleva un peligro importante para embrién y
animal joven. Las vacas prefiadas son mas susceptibles a desarrollar teileriasis que las
vacas no preiadas. Este conocimiento es muy importante, ya que la infeccion representa
un amenazo para sus crias, lo que supone una posible pérdida econdémica.

Teileriasis afecta a los eritrocitos, que se transmiten facilmente de los animales adultos
infectados a los descendientes, los que naceran ya infectados con T. annulata o T.
orientalis.

La secuenciacion confirmé que el animal estaba infectado con T. annulata o T. orientalis.
Aunque los frotis de sangre suelen ser rutinarios para la deteccion de la enfermedad, en
este caso no se hicieron, ya que en el caso de T. annulata o T. orientalis, los eritrocitos
infectados son dificiimente detectados y aparecen en una frecuencia muy baja. Los
estudios de Shimizu et al. (1991) demuestran que muchas vacas son permanentemente
infectadas con T. orientalis y no presentan ninguno de los sintomas anteriormente
descritos. También es cierto que, después de la recuperacion de la enfermedad, el
ganado presenta valores altos de anticuerpos contra T. orientalis. El ganado puede
desarrollar la enfermedad con los sintomas junto con el estrés o inmunidad mas baja
(tiempo de lactancia o cuando estan prefiadas). Sin que ocurra esto, el animal puede
estar infectado con T. annulata o T. orientalis pero permanecera sin los sintomas durante
mucho tiempo de su vida. En este sentido hay que tener en cuenta que los animales que
se recuperan de infecciones agudas o primarias permanecen infectados crénicamente y
actuan como reservorios para las garrapatas (Yin et al. 2007, Tian et al. 2015). La
mortalidad en el ganado no es muy comun, pero a veces puede ocurrir la anemia cronica
progresiva en los animales previamente infectados con T. orientalis.

La piroplasmosis es una de las enfermedades mas relevantes de los animales

domésticos (Zanet et al. 2014). La importancia de controlar la infeccion con T. annulata
o T. orientalis se basa practicamente en el concepto de no propagar la enfermedad por
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la populacion entera a través de las garrapatas o a través de placenta (en el caso de
transmision adulto-cria = transmision transplacentaria).

El estudio se centr6 en una raza bovina que en el pasado no se ha criado ni en
Eslovaquia ni en Espafa. Hoy en dia, son cada vez mas distribuidas por el mundo, ya
que es una raza con alta preferencia por los consumidores gracias a su carne de buena
calidad y escasa cobertura de grasa.

La infeccion por T. annulata o T. orientalis se puede transmitir por todo el mundo sin
saberlo, y la mayoria de vacas que se compran son en un buen estado y no presentan
ningunos sintomas previamente descritos. Lo que representa un problema bastante
grave, ya que la mayoria de las vacas que llevan la infeccion, no presentan sintomas de
la enfermedad. Tampoco la vaca de nuestro estudio, que era positiva a T. annulatao T.
orientalis, no presentaba ningun sintoma aparente, ya que las vacas fueron elegidas al
azar y los criadores junto con los veterinarios no nos informaron de ningun problema de
salud.
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6.a. CONCLUSIONES

1. La técnica de PCR resulto util utilizando dos cebadores diferentes (BJ1 BN1 y MSP2f
MSP2r) para la deteccion de Babesia spp. y A. phagocytophilum respectivamente.

2. De las tres granjas analizadas (24 animales aparentemente sanos) so6lo una vaca
estaba infectada con T. annulata o T. orientalis.

6. b. CONCLUSIONS

1. The PCR technique was useful using two different primers (BJ1 BN1 and MSP2f
MSP2r) for the detection of Babesia spp. and A. phagocytophilum respectively.

2. Of the three farms analyzed (24 apparently healthy animals), only one cow was infected
with T. annulata or T. orientalis.

6. c. ZAVERY

1. Metdéda PCR bola uzitocna pri pouziti dvoch réznych primerov (BJ1 BN1 a MSP2f
MSP2r) na detekciu Babesia spp. a A. phagocytophilum.

2. Z troch analyzovanych fariem (24 zdanlivo zdravych zvierat) bola infikovana iba jedna
krava s T. annulata alebo T. orientalis.
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