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RESUMEN

El presente trabajo fin de grado nace de la necesidad de ampliar los conocimientos existentes
sobre la anaplasmosis ovina en Espafia, especialmente en la comarca del Matarrafia (Teruel),
donde actualmente estd causando graves pérdidas econdmicas a los ganaderos. El objetivo
principal de esta investigacidn es profundizar en la epidemiologia de la enfermedad. Este estudio
forma parte de una serie de trabajos fin de grado que pretenden proporcionar un conocimiento
global sobre la anaplasmosis ovina.

Para la realizacion de este estudio fueron visitadas 52 explotaciones de ganado ovino y caprino.
Durante estas visitas se realizd una encuesta epidemiolédgica al ganadero, se evaluaron
clinicamente a los animales y finalmente se procedié a la toma de muestra para realizar estudios

gPCR, con la finalidad de determinar si Anaplasma ovis estaba presente en el rebano.

Los resultados muestran que Anaplasma ovis esta mucho mas extendido de lo que inicialmente
se pensaba. De las 47 explotaciones analizadas mediante qPCR, 44 revelaron presencia de A.
ovis. Por el contrario, Unicamente el 40,4% de las explotaciones visitadas mostraron clinica
compatible con la enfermedad. Los sintomas que aparecen de manera recurrente en todas las
explotaciones afectadas son: debilidad, anorexia, caquexia y epifora. El desvieje de animales

jovenes es otra caracteristica que se repite en el 76,2% de las explotaciones afectadas.

Podemos concluir que la mera presencia de A. ovis en una explotacidn no es suficiente para
explicar la aparicién de la anaplasmosis clinica. No se han encontrado diferencias significativas
entre los distintos grupos de explotaciones, en lo que a medidas de manejo, alimentacion y
protocolos sanitarios se refiere. Sin embargo, las explotaciones del norte de la comarca y los
rebafios que pastan en olivares en primavera presentan un mayor riesgo de sufrir anaplasmosis
clinica que los que no lo hacen, pudiendo esto estar relacionado con la presencia/ausencia del

vector.

ANAPLASMOSIS IN SEVERAL SHEEP FLOCKS IN THE REGION OF
MATARRARNA (TERUEL)

SUMMARY

This final project born from the need to expand existing knowledge of ovine anaplasmosis in
Spain, especially in the region of Matarraia (Teruel), which is currently causing serious economic

losses to farmers. The objective of this research is increase knowledge about the epidemiology
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of the disease. This study is part of a series of final degree works that try to provide a
comprehensive understanding of the ovine anaplasmosis.

In this study were visited 52 farms. During these visits an epidemiological survey was done to
the farmers, animals were clinically evaluated and, finally, blood sampling were taken for gPCR

studies, in order to determine if Anaplasma ovis was present in the herd.

The results show that A. ovis is more widespread than we initially thought. Out of the 47 farms
analyzed by gPCR, 44 revealed the presence of A. ovis. By contrast, only 40.4% of the farms
visited showed symptoms consistent with the disease. The symptoms that appear repeatedly in
animals from affected farms include: weakness, anorexia, cachexia and epiphora. The culling of

young animals is another feature that is repeated in 76.2% of the affected farms.

We can conclude that the mere presence of A. ovis in a herd is not enough to explain the
outbreak of clinical anaplasmosis. There were no significant differences between groups of
farms in management measures, nutrition and health protocols concerned. However, farms
from the north of the region and herds grazing in olive-tree during spring suffer an increased
risk of clinical anaplasmosis than those who do not. This could be explained by the presence /

absence of the vector.

1. INTRODUCCION

El presente trabajo fin de grado nace de la necesidad de ampliar los conocimientos existentes
sobre la anaplasmosis ovina en Espafia, especialmente en la comarca del Matarrafia (Teruel),

donde actualmente esta causando graves pérdidas econdmicas a los ganaderos.

El objetivo principal de esta investigacion es profundizar en la epidemiologia de la enfermedad.
Este estudio forma parte de una serie de trabajos fin de grado que pretenden proporcionar un

conocimiento global sobre la anaplasmosis ovina.

Desde el afio 2010 las veterinarias de la Asociacién de Defensa Sanitaria (ADS) comarcal
observan un cuadro clinico caracterizado por debilidad, anorexia y pérdida crénica de peso,
afectando mayoritariamente a ejemplares jovenes (1-3 afios) de explotaciones ovinas
semiextensivas de la comarca del Matarrafia. Otros sintomas adicionales, como epifora,
conjuntivitis, cojeras y abortos son esporadicamente observados. Inicialmente se relaciond con
posibles causas de manejo o mala alimentacidn, aunque con la anamnesis del caso, rapidamente

se pudo descartar esta posibilidad.
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La preocupacién aumenta cuando en el afio 2012 el numero de explotaciones afectadas
comienza a incrementarse y se empieza a barajar la posibilidad de que un agente infeccioso esté
involucrado. En el afio 2014, 22 explotaciones de las 66 que hay en la comarca, presentan
animales con esta sintomatologia. Habitualmente, la morbilidad a nivel de rebafio no es alta,
alrededor de 2-5 %, segun el caso. Sin embargo, aumenta significativamente en los animales
jévenes, entre 1-3 afios, sobre todo en las ovejas de primer parto, llegando en algunos casos a
afectar al 50%, dentro de este grupo de edad. Los animales afectados tardan meses en morir, y
en la mayoria de los casos, es el propio ganadero quién decide desecharlos ante la impotencia
que supone el mal estado en el que quedan los animales. Segun los ganaderos, la proporciéon de

animales que consiguen recuperarse sin un tratamiento especifico suele ser menor del 20%.

Ante esta preocupante situacion, las veterinarias locales realizan numerosas necropsias en
campo y también remiten varios animales al Servicio de Diagndstico Anatomopatoldgico de la
Facultad de Veterinaria de Zaragoza. En el estudio post mortem los Unicos hallazgos relevantes

son: dilatacidn cardiaca, aplasia medular y atrofia serosa generalizada.

Con estos indicios, la principal sospecha a nivel de campo es agalaxia contagiosa (Mycoplasma
agalactiae), debido a la existencia de antecedentes en alguna explotacién afectada y a que en
algunos animales afectados se observa epifora, conjuntivitis y cojeras. Sin embargo, las
serologias realizadas a nivel de campo no son suficientes para confirmar esta sospecha. Ante la
insistencia de un ganadero gravemente afectado, se decide tratar con tilosina y vacunar a todo

el ganado frente a agalaxia contagiosa, sin obtenerse ningln resultado satisfactorio.

En marzo de 2014 son remitidas al Servicio de Clinica de Rumiantes de la Universidad de
Zaragoza (SCRUM) tres ovejas procedentes de dos explotaciones afectadas. Se trata de animales
de raza Rasa Aragonesa, con edades comprendidas entre 1-3 afios. Son mantenidos en
cuarentena, periodo durante el cual se someten a un seguimiento clinico diario y a un gran
numero de pruebas diagndsticas. Los analisis clinicos son realizados en el laboratorio de
Patologia Médica General de la Facultad de Veterinaria de Zaragoza, los estudios PCR en el
laboratorio privado EXOPOL y los analisis microbioldgicos en el Laboratorio de Sanidad Animal

del Gobierno de Aragon.

Tras las primeras exploraciones, se comprueba que los animales presentan debilidad, caquexia,
ligera conjuntivitis con epifora, apetito caprichoso y picos leves de fiebre. Los andlisis
hematoldgicos y bioquimicos muestran una severa anemia de tipo normocitico y normocrémico
y los enzimas AST y GGT elevados, lo cual puede ser debido a un dafio hepatico. Todos los

intentos de detectar Mycoplasma agalactiae mediante PCR y cultivo microbiolégico son
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negativos. El inico microorganismo aislado, a partir de hisopos oculares, es Brahamella ovis, un
patdgeno secundario que comunmente produce conjuntivitis. Durante un uriandlisis rutinario
se encuentra como hallazgo casual en uno de los animales una orina de color oscuro y turbio, la

cual reveld bilirrubinuria, hemoglobinuria y proteinuria.

Estos resultados ayudan a reorientar el diagndstico hacia el cuadro de anemia hemolitica
detectado. Debido a la distribucion epidemioldgica de la enfermedad y al gran ndmero de
explotaciones afectadas, se descartan, en un primer momento, posibles causas hemoliticas de
origen nutricional y se centran los esfuerzos en encontrar un microorganismo con caracter
infectocontagioso. Puesto que en todas las necropsias realizadas no ha sido detectada ninguna
lesidn, la principal sospecha es una agente intracelular hematico, siendo los mas frecuentes en
nuestras latitudes los pirolplasmas (Babesia sp y Theileira sp), y Anaplasma sp (Alessandra and

Santo, 2012; De La Fuente et al., 2004a).

Por ello, en primer lugar, se realiza una extension de sangre tefiida mediante la técnica de
panodptico rapido, detectandose pequefias formas redondeadas basdfilas dentro de los
eritrocitos, compatibles con patdgenos intraeritrocitarios, lo que conduce a realizar una PCR
para detectar Anaplasma sp y Piroplasmas resultando positiva a Anaplasma sp. Una PCR
posterior certifica que la especie es Anaplasma ovis, principal agente causal de la anaplasmosis

ovina (Alessandra and Santo, 2012).

1.1 Género Anaplasma

El género Anaplasma esta formado por bacterias Gram negativas intracelulares obligadas, las
cuales se multiplican en el interior de las células sanguineas de los mamiferos (Rymaszewska
and Grenda, 2008). Todas la especies del G2 Anaplasma tienen en comun que son transmitidas
por garrapatas, siendo este invertebrado el vector bioldgico de la enfermedad, ya que la bacteria
es capaz de multiplicarse en ciertas células del mismo (Kocan et al. 2010; Brayton 2012). Este
género, junto con Ehrlichia, Neorickettsia y Wolbachia, conforman la familia Anaplasmataceae,

perteneciente al orden de los Rickettsiales (Dumler et al., 2001).

Actualmente se conocen 6 especies diferentes dentro del G2 Anaplasma, entre las que hay
diferencias destacables respecto a las especies de mamiferos que afectan, células sanguineas en
las que se multiplican y vectores biolégicos mas eficaces (Rymaszewska and Grenda, 2008).
Algunas de estas especies de anaplasma fueron renombradas recientemente, ya que surgieron
tras una profunda reorganizacion del Orden Rickettsiales en 2001, en base a la secuenciacién de

los genes 16S rDNA y groESL (Dumler et al., 2001).
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Antes de 2001 Después de 2001 Enfermedad Vector Hospedador Células infectadas
Anaplasmosis Haemaphysalis sp. Rumiantes
Ehrlichia bovis Anaplasma bovis l:'\)ovina Rhipicephalus sp. Pequefios Monocitos
Amblyomma sp. mamiferos
Al | i D t . P A
Anaplasma ovis Anaplasma ovis nap a.sm05|s ebrnlqacen 10 5P eqyenos Eritrocitos
ovina Rhipicephalus sp. rumiantes
Anaplqsma Anaplqsma Anaplaﬁmoas Ixodes sp. Rumiantes Eritrocitos
marginale marginale bovina Dermacentor sp.
Anapl A I Anapl i Ixod .
naplasma napalsma naplasmosis xodes sp. Rumiantes Eritrocitos
centrale centrale bovina Haemaphysalis sp.
o ) Pequefios
Ehrlichia equi Anaplasmosis rumiantes, Leucocitos
. Anaplasma y Ixodes sp. .
E.phagocytophila . granulocitica caballos, polimorfonucleares
. phagocytophilum ) Dermacentor sp. " .,
Czynnik HGE humana y animal perrosy o “granulocitos
humanos
Ehrlichia platys Anaplasma platys Trorn b oatopenla Rhip Ice/?halus Perros Plaquetas
ciclica canina sanguineus

Tabla 1. Especies del G° Anaplasma y sus caracteristicas (Rymaszewska and Grenda, 2008).

La primera descripcidon de este género bacteriano fue realizada por Sir Arnold Theiler, quien
observo mediante microscopia dptica unos “puntos marginales” en los eritrocitos de ganado
vacuno enfermo, en Sudafrica (Kocan et al., 2010). En los Ultimos afios el interés por este género
de bacterias se estd incrementando, especialmente en las especies A. marginale, A.
phagocytophilum y A. ovis (Rymaszewska and Grenda, 2008). Actualmente, la anaplasmosis es
la enfermedad bacteriana transmitida por garrapatas mas comun entre los ungulados
domeésticos y salvajes de Europa (Dumler et al.,, 2001) y una de las enfermedades que mas

condiciona la produccién ganadera en numerosos paises (Kocan et al., 2010).

A. marginale infecta los eritrocitos de los rumiantes domésticos y salvajes, causando la
anaplasmosis bovina. Esta enfermedad esta extendida en areas tropicales y subtropicales de
todo el mundo, siendo uno de los mayores condicionantes para la produccidn bovina en estas
areas (Kocan et al. 2010). En EEUU se calcula que esta enfermedad esté causando unas pérdidas
anuales de 300 millones de délares (Corona Rodriquez, and Martinez 2004). En América Latina
es comun encontrar infecciones mixtas de A. marginale, Babesia bovis y Babesia bigemina. Este
cuadro, denominado “tristeza parasitaria bovina” (Carriquiry, 2010), es uno de los principales
motivos por el que las razas bovinas europeas no son viables en sistemas extensivos de zonas

tropicales.

A. phagocytophilum, antiguamente conocida como Ehrlichia phagocytophila y Ehrlichia equi,
infecta los leucocitos polimorfonucleares causando la anaplasmosis granulocitica humana y la
fiebre transmitida por garrapatas (tick-borne fever) en los rumiantes (Brouqui et al., 2004). A
diferencia del resto de especies, A. phagocytophilum es transmitida especificamente por el
género de garrapatas Ixodes, propio del hemisferio norte y de climas ocednicos. Por ello esta es

la especie mds comun e importante en Europa (Woldehiwet, 2010).



Estudios sobre la anaplasmosis ovina en la comarca del Matarrafia (Teruel)
Estudio epidemiolégico

A. ovis infecta a los eritrocitos de los pequefios rumiantes, siendo el principal agente causante
de la anaplasmosis ovina (Alessandra and Santo, 2012). Al igual que A. marginale, esta bacteria
produce anemia hemolitica en los animales infectados (Yasini et al. 2012; Ciani et al. 2013). Un
Unico caso ha sido descrito de A. ovis como agente causal de anaplasmosis humana, en Chipre

(D. Chochlakis 2010).

A. ovis es la especie de anaplasma menos estudiada, ya que afecta a especies de bajo valor
econdmico, como son los pequefios rumiantes, que sin embargo, son vitales para la
supervivencia de muchas comunidades desfavorecidas, propias de regiones tropicales y
subtropicales, donde la enfermedad es mas comun (Rymaszewska and Grenda, 2008). Se sabe
que esta enfermedad estd ampliamente distribuida (Renneker et al., 2013b) pero, sin embargo,

no hay ningun estudio que cuantifique las pérdidas econdmicas que pueda estar ocasionando..

1.2 Anaplasma ovis: patogenia, signos clinicos y diagndstico

Esta bacteria penetra por invaginacion al eritrocito sin producir dafio, se encierra en una vacuola
y se multiplica por fisién binaria en forma de cuerpo de inclusién. Posteriormente, las bacterias
abandonan los eritrocitos mediante mecanismos no liticos y pasaran a infectar nuevos

eritrocitos (Corona. B, 2004).

La grave anemia hemolitica que se produce tras la infeccidn es consecuencia de la respuesta
inmune celular, no hay evidencias de hemdlisis intravascular causada directamente por la
bacteria (Bautista G., 1996). Por un lado, la anemia es debida a la fagocitosis de los eritrocitos
infectados por parte de los macréfagos del bazo, y en segundo lugar, por una destruccion
inmunomediada, tanto de eritrocitos infectados como no infectados, en la que intervienen los
linfocitos B que por medio de inmunoglobulinas de membrana, llevan a cabo una opsonizacion
extravascular de los eritrocitos, contribuyendo asi a la fagocitosis (Bautista G., 1996; Yasini et
al., 2012). Es habitual que estos patdgenos intraeritrocitarios generen una respuesta
autoinmune, debido a la produccién de anticuerpos anti-eritrocitos, que el sistema humoral

produce ante la alteracion de la membrana de los eritrocitos afectados (Bautista G., 1996).

Los animales infectados por A. ovis sufren un pico de bacteriemia aguda alrededor de la segunda
semana post-infeccion (Yasini et al., 2012). El periodo prepatente es de dos a tres semanas post-
infeccién (Corona. B, 2004). Los sintomas que aparecen tras este periodo son fiebre, debilidad,
anorexia, anemia progresiva y finalmente, pérdida de peso (Ciani et al., 2013; Yasini et al., 2012).
Todos estos sintomas afectan directamente a la producciéon del animal, la cual se ve seriamente

comprometida (Rymaszewska and Grenda, 2008).
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Otros sintomas como la hemoglobinuria han sido descritos (Hornok et al., 2007), pero no son
habituales. Ictericia no ha sido descrita en la anaplasmosis ovina, pero si en bovinos infectados

con A. marginale (Corona. B, 2004; Kocan et al., 2010).

Los parametros hematoldgicos que mas informacidn clinica arrojan sobre la gravedad y el
prondstico de la enfermedad son el recuento de glébulos rojos y el hematocrito (Ciani et al.,

2013).

Tras la fase aguda, lo habitual es que el animal se recupere clinicamente sin llegar a eliminar por
completo la bacteria. Esta queda latente en el hospedador, convirtiéndose en portador
subclinico (Bautista G., 1996). El rebrote de la enfermedad es posible, sobre todo si se ve
favorecido por cambios fisioldgicos o factores estresantes, causando asi una insidiosa pérdida
de produccién en las explotaciones afectadas (Alessandra and Santo, 2012). Los animales
portadores subclinicos son fundamentales para perpetuar el ciclo del patégeno en un
ecosistema, ya que son los principales reservorios a partir de los cuales las garrapatas captaran
la bacteria al alimentarse. Identificar los portadores asintomaticos es el mayor reto que presenta
el control de esta enfermedad a la hora de mover animales de zonas endémicas a zonas libres

de la enfermedad.

La gravedad de los sintomas parece que depende de varios factores, como la edad, la raza, la
inmunizacidn previa con la bacteria, la dosis infectiva y la condicién corporal del animal antes de
lainfeccién (Corona. B, 2004; Torina et al., 2010), pudiendo llegar en casos puntuales, a terminar
con la vida del animal (Ciani et al.,, 2013). Ademas, la gravedad de la enfermedad se ve
aumentada cuando se presenta junto a otros agentes patdgenos en infecciones mixtas

(Alessandra and Santo, 2012).

En ovino se ha demostrado la influencia de la raza en la gravedad de los sintomas de la
anaplasmosis y de otras enfermedades transmitidas por garrapatas (Ciani et al., 2013; Hurtado
et al., 2015; Pieragostini et al., 2011). Las razas originarias de areas con una alta prevalencia de
este tipo de enfermedades han sido sometidas a una intensa presién de seleccién durante siglos.
Generacién tras generacion estas razas se han hecho mds resistentes a estas enfermedades.
Estos animales se infectan y sufren la enfermedad igualmente, pero los sintomas son menos

graves y su capacidad de recuperacidon es mucho mayor (Pieragostini et al., 2011).

Un ejemplo de esto se da en el norte de Espafia, donde hay gran abundancia de garrapatas y la
babesiosis y anaplasmosis son endémicas. Las razas autdctonas, como la Latxa, no suelen
presentar brotes clinicos de estas enfermedades. Sin embargo cuando se han introducido razas

extranjeras, como la raza Assaf, las mortalidades han sido muy altas (Hurtado et al., 2015).

9
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El diagndstico clinico de esta enfermedad es complicado, debido a la ausencia de lesiones
caracteristicas y a la insepecificadad del cuadro clinico. Lo habitual es que los sintomas de esta
enfermedad no se relacionen con una patologia concreta (Hornok et al. 2007; Alessandra and
Santo 2012).Sin embargo, en zonas donde hay antecedentes de anaplasmosis ya diagnosticados,
el diagnodstico clinico es posible, siendo siempre conveniente confirmar con un analisis

laboratorial (Kocan et al., 2010).

Antiguamente el diagndstico se realizaba mediante microscopia dptica, observando inclusiones
en eritrocitos de extensiones de sangre periférica tefiidas con colorante Giemsa (Oie, 2012). Sin
embargo, esta prueba ha quedado obsoleta debido a su baja sensibilidad y especificidad. En
realidad, esta prueba solo es capaz de detectar la bacteria en el periodo donde el porcentaje de
eritrocitos infectados es mayor de 0,1-0,2 % (Corona. B, 2004) y esto se da en un corto periodo
de tiempo, entre la semana 2-6 post-infeccién. Por ello, esta prueba solo es util para para
diagnosticar un brote agudo, pero es inservible para diagnosticar animales crdénicos o subclinicos
(Oie, 2012). A pesar del bajo coste de esta prueba, se necesita una gran experiencia para poder

dar un diagnéstico fiable, y en ninglin caso se puede identificar la especie de anaplasma.

Las técnicas de diagndstico molecular, como la PCR, han mejorado considerablemente las
posibilidades de diagndstico directo, gracias a su gran sensibilidad y especificidad. Permiten
detectar bajas concentraciones de bacteria y ademas, permite identificar con gran seguridad la
especie de anaplasma. Ademds, estas modernas técnicas permiten detectar la presencia de
patdgenos en los vectores con relativa facilidad (Shkap et al., 2009). Por ello, estas pruebas son
una herramienta fundamental a la hora de realizar estudios fiables sobre epidemiologia,

tratamientos y diagndstico.

Sin embargo, actualmente, las pruebas mas utilizadas en el diagndstico rutinario de la
enfermedad son las pruebas serolégicas, especialmente en el ganado bovino (Kocan et al,,
2010). Estas son pruebas indirectas, ya que miden la reaccion del hospedador frente al patégeno
y no al patégeno en si. Dentro de este grupo, las mas utilizada y la mas fiable es el ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) (Kocan et al., 2010), pero también hay otras como CAT (Card-
aglutination test) que tienen una menor fiabilidad, pero que se pueden realizar en condiciones

de campo (Oie, 2012).

Estas pruebas, especialmente el ELISA, presentan ciertas ventajas frente al resto de técnicas. Por
ejemplo, permiten analizar un gran nimero de muestras en poco tiempo y detectan animales
que han sufrido la enfermedad en el pasado, pero que en el momento del analisis presentan una

carga bacteriana muy baja en sangre, la cual no es detectable por técnicas directas como la PCR

10
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(De La Fuente et al., 2005). Esta situacion puede darse en animales que han sido tratados o en
portadores subclinicos. Sin embargo, el principal inconveniente de esta prueba son las
reacciones cruzadas que presenta entre las distintas especies de anaplasma, lo cual puede dar
lugar a falsos positivos (Oie, 2012), no siendo ademas, esta prueba valida para diagnosticar

animales durante las primeras semanas de infeccion.

1.3 Ciclo epidemiologico

Como ha sido explicado anteriormente, este género de bacterias intracelulares obligadas
necesitan un vector para poder transmitirse a nuevos hospedadadores. En el caso de la
anaplasmosis el vector principal son las garrapatas, las cuales juegan un papel imprescindible
para que la bacteria pueda infectar a nuevos hospedadores (Rymaszewska and Grenda, 2008).
A. ovis es transmitido biolégicamente por las especies de garrapatas Rhipicephalus bursa,
Rhipicephalus turanicus, Dermacentor silvarum, Dermacentor marginatus, Dermacentor

andersoni y Haemaphysalis sulcata (Alessandra and Santo, 2012).

Cuando la garrapata se alimenta de un animal infectado, la bacteria pasa a infectar las células
intestinales. Posteriormente, la bacteria pasa a colonizar las células de las glandulas salivares
donde se dividira por fision binaria (Brayton, 2012; Kocan, 1995; Shkap et al., 2009). Las bacterias
se transmiten intraestadialmente y transestadialmente dentro de la garrapata, por lo que ésta
permanecera infectiva a lo largo de todo su ciclo vital (Oie, 2012). Sin embargo, la transmision

transovarica no ha sido descrita (Shkap et al., 2009).

Esto es realmente importante para entender la importancia de los machos de garrapata, ya que
durante su labor reproductiva se alimentan de multitud de hospedadores y su vida media es
considerablemente mayor que la de las hembras. Por ello, en algunos ecosistemas tropicales
donde no hay inviernos muy frios, los machos de garrapata se comportan como auténticos

reservorios de la enfermedad (Kocan, 1995; Qie, 2012).

Hay otros vectores, en este caso mecanicos, que también pueden llegar a ser importantes. Un
vector mecanico puede ser cualquier objeto que entre en contacto con la sangre, como agujas
o material quirurgico, pero también pueden ser insectos hematéfagos, como el tabano, Tabanus
sp. (Hornok et al., 2008) o la mosca de los establos, Stomoxys calcitrans (Scoles et al., 2005).
Estos vectores pueden ser mas importantes de lo que se cree, ya que se han encontrado cepas
de Anaplasma marginale que no pueden ser transmitidas por garrapatas (Brayton, 2012) o
localizaciones donde no hay garrapatas y anaplasma esta circulando. También es importante
recalcar la importancia de la higiene en los tratamientos colectivos de productos que se

administran via intramuscular, ya que aunque la aguja no esté visiblemente manchada con
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sangre, la transmision es posible, como ya se ha demostrado en el ganado bovino (Reinbold et

al., 2010).

La garrapata se considera un vector bioldgico mas eficaz porque Anaplasma sp. es capaz de
infectar y replicarse en las células de este invertebrado. Sin embargo, los vectores mecanicos
introducen directamente los eritrocitos infectados en el hospedador, sin que haya multiplicacion
previa del patdogeno, por ello son mucho menos efectivos que los vectores bioldgicos (Scoles et

al., 2005).

Otra via relevante de transmision es la vertical o materno-fetal. Esta posibilidad se ha observado
en bovinos infectados con ciertas cepas de Anaplasma marginale (Grau et al., 2013; Silvestre et
al., 2015) y en ovinos infectados experimentalmente por Anaplasma phagocytophilum (Reppert
et al., 2013). Con A. ovis no se ha demostrado esta via de transmision, sin embargo, visto el
parecido filogenético de estas especies, se deberia tener en cuenta y estudiar en futuras

investigaciones.

El conocimiento sobre el vector es fundamental para entender la epidemiologia de la
anaplasmosis y conocer los riesgos existentes (Torina et al., 2008). Normalmente, las altas
prevalencias de A. ovis se producen en areas donde el ambiente y los factores climaticos son
propicios para el desarrollo de las especies de garrapatas transmisoras (Alessandra and Santo,

2012).

Hay una gran variedad de factores que pueden afectar a las poblaciones de garrapatas
transmisoras de estas enfermedades. El clima, el suelo, el tipo de vegetacién, la humedad, el
ecosistema animal y el manejo de las especies ganaderas, influyen directa o indirectamente en

las distribuciones de las distintas especies de garrapatas (Torina et al., 2008).

Por otro lado, algunos autores han demostrado la importancia que pueden tener los rumiantes
salvajes como reservorios y propagadores de la enfermedad (Berggoetz et al., 2014; Ciliberti et
al., 2015; de la Fuente et al., 2008; De La Fuente et al., 2004a, 2004b), sobre todo en ecosistemas
donde comparten areas de pastoreo con las especies domésticas. En nuestro pais, y
especialmente en la comarca del Matarrafia, estas condiciones son idéneas debido a las altas
poblaciones de cabra ibérica (Capra pirenaica hispanica) y corzo (Capreolus capreolus) que

existen actualmente (Benavente Serrano and Thomson Listerra, 2003).

La estabilidad enzodtica o equilibrio endémico de esta enfermedad se da en los climas célidos
donde las garrapatas son abundantes durante todo el afio. Esto implica la presencia de un alto

porcentaje de ganado infectado, con la rara ocurrencia de la enfermad clinica (Corona. B, 2004).
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Esta relaciéon se mantiene debido a dos factores: la inmunidad pasiva proveida por el calostroy
la temprana infeccion de los animales. Durante los primeros meses de edad los animales
adquieren la infeccion sin presentar los signos aparentes de la enfermedad y la inmunidad
resultante tras la primoinfeccién es mantenida en el ganado adulto mediante reinfecciones, sin

aparicion de sintomas clinicos (Corona. B, 2004).

Si los animales no se infectan en los primeros meses de vida, se rompera este equilibrio porque
habrd un grupo de animales sin inmunizar que cuando se infecten por primera vez sufriran la
enfermedad clinica, ya que la proteccidon calostral ya no serad efectiva. Esta situacion se
denomina inestabilidad enzodtica y se puede producir por una ausencia de garrapatas
prolongada durante un largo periodo de tiempo o por la introduccién de animales adultos

provenientes de zonas libres de la enfermedad en zonas endémicas.

En el clima mediterraneo espanol las condiciones meteoroldgicas favorables para las garrapatas
son estacionales. Esto da lugar a largos periodos durante los cuales los animales no estan en
contacto con el vector, por lo que la inestabilidad enzodtica es comln en este ecosistema.
Ademas, esto se ve favorecido por los sistemas productivos semiextensivos, donde raramente
las corderas de reposicion se crian con sus madres en el pasto. Lo habitual es que estas corderas
se crien estabuladas hasta la edad de 4 meses, cuando empiezan a salir con el ganado adulto.
Este hecho, unido a la estacionalidad del vector, aumenta en gran medida el riesgo de que el
animal se infecte por primera vez cuando la inmunidad calostral ya no es efectiva, por lo que la

probabilidad de aparicion de enfermedad clinica aumenta.

1.4 Distribucion mundial

La anaplasmosis ovina es endémica de zonas tropicales y subtropicales donde estd ampliamente
distribuida, pero también se da con frecuencia en zonas de clima templado y especialmente en
la cuenca mediterranea (Torina et al., 2008) y oriente medio (Renneker et al., 2013b), pero es
de esperar que debido al cambio climatico se puedan dar en otros ecosistemas (Jonsson and

Reid, 2000).

A. ovis ha sido diagnosticado en Colombia (Pulgarin et al., 2013), Senegal (Djiba et al., 2013),
Sudafrica (Berggoetz et al., 2014), Sudan (Renneker et al., 2013b), Irak (Renneker et al., 2013a)
Eslovaquia (Vichova et al., 2014), Republica Checa (Derdakova et al., 2011), Hungria (Hornok et
al., 2007) y, por supuesto, también en paises mediterrdneos con ecosistemas muy parecidos al
nuestro. En Italia, hasta un 82,9% de las muestras analizadas mediante serologia eran positivas
(Alessandra and Santo, 2012), en Portugal, el 82,9% de las muestras analizadas mediante PCR

fueron positivas (Renneker et al., 2013b). En el norte de Tunez, el 91,1% de las muestras
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analizadas mediante PCR fueron positivas (Belkahia et al., 2014) y en Grecia, un 35,9 % de las

muestras analizadas mediante serologia también fueron positivas (Giadinis et al., 2015).

En Espafa, A. ovis se ha diagnosticado en corzo (Capreolus capreolus) en Andalucia, con una
prevalencia del 82% de los animales muestreados mediante PCR (de la Fuente et al., 2008) y en
el Pais Vasco un 36,6% de las ovejas adultas analizadas mediante PCR fueron positivas

(Barandika, 2013).

Todos estos estudios recientes revelan que A. ovis estd mucho mas extendido de lo que se
pensaba, llegando a alcanzar prevalencias muy altas en ambientes propicios para su vector
(Renneker et al., 2013b). Llama poderosamente la atencidén que a pesar de las altas prevalencias
en algunas zonas, apenas haya bibliografia sobre brotes clinicos de anaplasmosis ovina. Esto
puede ser debido al dificil diagndstico clinico de esta enfermedad, que le permite pasar
desapercibida a pesar de estar causando pérdidas productivas, o bien que en estas regiones se
haya alcanzado un equilibrio endémico y mientras éste no se rompa, por una variacion de las
poblaciones de vectores o por la introduccion de animales nacidos en dreas libres de la

enfermedad, no aparecera la sintomatologia clinica.

Figura 1: Provincias de la peninsula donde se ha diagnosticado A. ovis, coloreadas de naranja. Fuente:

laboratorio EXOPOL, (Renneker et al., 2013b), (Barandika, 2013).

Por otro lado, parece que la distribucién de la enfermedad en nuevas poblaciones susceptibles
se estd produciendo a gran velocidad y esto, probablemente, sea debido a como el cambio
climatico estd afectando a la distribucion de las poblaciones de vectores (Jonsson and Reid,
2000). Otros factores como la deforestacién, el incremento de las poblaciones de rumiantes
silvestres, la creciente movilidad de animales domésticos y la vuelta a sistemas tradicionales de

produccidn, estan favoreciendo el contacto entre hospedador y vector, produciéndose asi la
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enfermedad en areas donde tradicionalmente se desconocia (Wielinga et al., 2006). Se podria
decir que en muchas zonas templadas del hemisferio norte, la anaplasmosis ovina podria

considerarse una enfermedad emergente.

1.5 Investigaciones previas

Tras el diagndstico inicial de A. ovis como agente causal del cuadro observado en la comarca del
Matarrafia se abrieron multitud de interrogantes. En la bibliografia no hay ningin caso descrito
de un brote de anaplasmosis ovina tan grave, por ello se hizo necesario investigar el tema en
mayor profundidad para poder corroborar nuestro diagndstico y aportar soluciones a las granjas

afectadas.

El primer punto abordado fue el tratamiento, debido a la urgencia por encontrar una solucion
para los ganaderos. Este tema ha sido desarrollado en profundidad por mi compafiera Teresa
Fanlo Escudero en otro trabajo fin de grado perteneciente a este grupo de estudios sobre la
anaplasmosis ovina. El tratamiento con doxiciclina intra muscular durante 7 dias resulté ser el

tratamiento mas eficaz.

Otro trabajo fue realizado paralelamente realizando una infeccion experimental en tres corderas
libres de la enfermedad a partir de sangre de animales infectados por A. ovis y con
sintomatologia representativa. Esta investigacion fue llevada a cabo por el compafiero José
Calasanz Jimenez Gracia. Los animales infectados reprodujeron la sintomatologia, en especial el

cuadro de anemia grave.

Ademas de todo ello, la epidemiologia de esta enfermedad y su distribucion en la comarca era
un aspecto muy importante en que debiamos indagar. Para ello realizamos un primer muestreo
en la zona afectada en mayo de 2014. Se visitaron 6 explotaciones afectadas, 3 de la comarca
del Matarrafia y 3 de pueblos colindantes de Cataluiia. En todas las explotaciones fueron
recogidas muestras de sangre de ovejas con sintomatologia y sin sintomatologia y se recolectan
garrapatas de las ovejas, perros de ganado, perros de guarda y del medio ambiente, capturadas

mediante manteo aleatorio en zonas colindantes a las explotaciones.

Los resultados mostraron que A. ovis esta ampliamente difundido en todos los animales, tanto
sanos como enfermos de las explotaciones afectada. Todas las garrapatas capturadas resultaron
ser Rhipicephalus turanicus. 23 garrapatas fueron enviadas al Instituto Nacional de Investigacion
de Recursos Cinegéticos (IREA) donde se realizaron analisis PCR a partir de las glandulas salivares
de los artrépodos. Todas ellas demostraron presencia A. ovis en sus glandulas salivares, incluso

las capturadas directamente del ambiente mediante manteo, lo que indica que posiblemente
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esta especie de vector esté involucrada en la transmisidon de la bacteria. Otros autores han
relacionado Rhipicephalus turanicus con la transmisién de A. ovis, concretamente en Sicilia
(Alessandra and Santo, 2012) y en Tunez (Belkahia et al., 2014). En el IREA también se analizaron
49 muestras de cabra montés (Capra pirenaica hispanica) procedentes de la zona afectada
mediante PCR, siendo 19 de ellas positivas frente A. ovis. Diversos autores han seialado el
importante papel que juegan las especies silvestres como reservorios y propagadores de las
enfermedades transmitidas por vectores (Berggoetz et al., 2014; Ciliberti et al., 2015; de la
Fuente et al., 2008; De La Fuente et al., 2004a, 2004b). En la comarca del Matarrafia estos
rumiantes salvajes son muy abundantes por lo que es probable que formen parte del ciclo

epidemioldgico de la enfermedad.

Finalmente, en julio de 2014 se tomaron muestras de sangre de 10 corderas nacidas durante el
invierno anterior en explotaciones con presencia de la enfermedad. Todas las muestras fueron
positivas mediante PCR frente a Anaplasma sp. Estos resultados muestran la difusidn de la
bacteria durante la primavera, probablemente debido a la abundancia de vectores potenciales

durante esta estacion. Esto hace pensar que sea probablemente ésta la época de mayor riesgo.

2. OBJETIVOS

Vista la complejidad y amplitud del problema se decide realizar un estudio epidemioldgico
amplio que englobe explotaciones de todos los municipios de la comarca, tengan clinica
compatible o no. Ademas, se plantea la realizacidn de una encuesta epidemioldgica en la que se
pregunte a los ganaderos sobre varios aspectos de manejo, alimentacidn, protocolos sanitarios

y patologia.

La finalidad de todo ello es conocer la importancia real de A. ovis sobre el estado sanitario de
los rebafios y averiguar qué factores favorecen la aparicion de la enfermedad estudiada, para
finalmente poder obtener una serie de recomendaciones realistas que puedan ser utiles para

los veterinarios y ganaderos.
Para conseguirlo se plantean los siguientes objetivos especificos:

- Conocer el nimero de rebafios que tienen animales infectados por A. ovis.

- Valorar las diferencias entre rebafos donde A. ovis esta presente y en los que no.

- Averiguar en qué medida la presencia de A. ovis en un rebafio influye en el estado
sanitario del mismo.

- Valorar las diferencias entre explotaciones con y sin sintomatologia.
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- Determinar qué factores no relacionados con el agente etioldgico, tales como factores
climaticos o zootécnicos, puedan estar favoreciendo la presencia de enfermedad.

- Caracterizar clinicamente el cuadro estudiado.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Visita a las explotaciones, encuesta epidemioldgica y toma de muestras
para andlisis qPCR

Desde marzo hasta noviembre de 2015 han sido visitadas 50 explotaciones de ovino y 2 de

caprino a lo largo de todos los municipios de la comarca del Matarrafia, Teruel.

Caspe

Alcaiiz

Tortosa

. . Morella

Figura 2: Municipios de la comarca del Matarraia y nimero de explotaciones muestreadas.

Durante estas visitas se realiza una encuesta epidemioldgica a los ganaderos con el fin de
obtener aquella informacidn relevante para nuestro estudio. Estos son preguntados sobre
aspectos relativos a censos, manejo reproductivo, zonas de pastoreo, alimentacion, limpieza,
tratamientos sanitarios, procesos patoldgicos sufridos, observacién de sintomatologia
compatible con el cuadro estudiado, tratamientos antibidticos realizados y observacién de

vectores.

Tras la realizacién de la encuesta se recogen muestras de sangre entera para la realizacién de
diversas pruebas diagndsticas laboratoriales. Para ello se extrae sangre de la vena yugular con
tubos tipo “vacutainer” con anticoagulante EDTA. Estas muestras son refrigeradas a 4°C, durante
un maximo de tres dias, hasta que son procesadas en el laboratorio de Patologia Médica de la
Facultad de Veterinaria de Zaragoza, donde se realizaran los analisis clinicos. Posteriormente,

estas muestras se distribuyen en tubos eppendorf de 1,5ml, etiquetados individualmente y que
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son congelados a -20°C, a la espera de ser enviados al laboratorio externo EXOPOL, diagndstico
y autovacunas, donde se realizara el andlisis mediante qPCR (quantitative-real time PCR) para

detectar Anaplasma ovis.

El objetivo de los muestreos no es conocer el porcentaje de animales infectados en el rebafio,
sino Unicamente conocer si la bacteria estd presente. De esta manera es posible reducir el
tamafio de muestreo. Ademas, las muestras de una misma explotacion se agrupan en conjuntos
de 5 muestras, denominadas “pools”. De esta manera un Unico analisis gPCR proporciona

informacién conjunta de 5 animales.

Inicialmente, el tamafo del muestreo, depende del tamafio del rebafio y de la situacién sanitaria
en relacién al cuadro clinico estudiado. En base a los estudios previos realizados durante el afio
2014 se estima que la prevalencia individual varia de acuerdo a dos aspectos

fundamentalmente:

- Presencia/ausencia de animales con sintomatologia clinica compatible en el rebafio.

- Uso de tratamientos antibioterdpicos de manera generalizada a nivel de rebafio.

Gracias a la encuesta epidemioldgica y a las observaciones clinicas in situ se clasifican las

explotaciones en tres categorias:

- Tipo I: explotaciones sin sintomas compatibles. El ganadero no reconoce los sintomas
cuando es preguntado, no ha realizado un desvieje de animales jovenes y la veterinaria
de explotacidn no ha tenido ninguna notificacidn de patologia compatible en los ultimos
5 afios.

En este tipo de explotaciones se realiza un muestreo aleatorio entre los animales
presentes menores de 5 afos de edad. Para que el rebafio sea considerado negativo a
la presencia de A. ovis se decide asumir como rebafio libre aquel que presente una
prevalencia menor al 10%. Para el calculo del nUmero de animales a muestrear por

rebafio se asume un 95% de intervalo de confianza.

Tamaiio del rebafo % de muestreo n (media)
<300 10,80% 27
301-600 5,60% 28
601-900 3,73% 28
>900 2,90% 29

Tabla 2: tamafio de muestreo realizado en las explotaciones de Tipo .
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Tipo |I: explotaciones con sintomas compatibles y sin tratamiento especifico instaurado.
El ganadero si que reconoce los sintomas cuando es preguntado, ha habido desvieje de
animales jovenes y la veterinaria de explotacién confirma que ha sido notificada de la
existencia de una patologia compatible, pero que no se ha prescrito ningun tratamiento.
En este tipo de explotaciones cabe esperar una prevalencia muy alta de A. ovis. El
muestreo de animales es dirigido a aquellos que presentan o han presentado signos
clinicos compatibles con la infeccién por A. ovis. En este tipo de explotaciones los
estudios previos han permitido conocer que la prevalencia esperada, detectada
mediante PCR de “pools” de 5 muestras, es mayor del 90%. Ademds, por convenio, en
estos rebafios con sintomas compatibles, la simple deteccidon de la infeccién en un
animal se considera evidencia suficiente de infeccion en el rebafio. Esto permite reducir
considerablemente el tamafio de muestreo. Igualmente, se asume un 95% de intervalo

de confianza para el calculo del tamafio de muestreo.

Tamaiio del rebafio % de muestreo n (media)
<300 1,60% 4
301-600 0,90% 4
601-900 0,60% 5
>900 0,50% 5

Tabla 3: tamafio de muestreo realizado en las explotaciones de Tipo Il.

Tipo lll: explotaciones con sintomas compatibles, pero que si han instaurado
tratamiento antibidtico. A diferencia del caso anterior la prevalencia detectada en
estudios anteriores en este tipo de explotaciones ha sido menor, posiblemente debido
a la accién antibidtica. Dado que existe una elevada probabilidad de que la enfermedad
esté presente en el rebafio se decide considerar rebafio libre de A. ovis aquel que
presente una prevalencia menor al 20%. La poblacién diana del muestreo son todos los
animales presentes menores de 5 afios, dado que el tratamiento recibido puede estar
enmascarando los signos clinicos impidiendo la eleccién de animales enfermos.

Asumiendo un 95% de intervalo de confianza el tamafio de muestreo es el siguiente:
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Tamaiio del rebafo % de muestreo n (media)
<300 5,60% 14
301-600 2,80% 13
601-900 1,87% 14
>900 1,40% 14

Tabla 4: tamafio de muestreo realizado en las explotaciones de Tipo II.

Las muestras tomadas en cada explotacién son agrupadas en “pools” de cinco muestras y
analizadas mediante gPCR. Cada andlisis, por lo tanto, es realizado sobre un conjunto de cinco
muestras puesto que la elevada sensibilidad de la prueba diagndstica lo permite. Esto propicia
un ahorro importante para el desarrollo del estudio. Como contrapartida se pierden la

informacién de prevalencia individual.

Al agrupar las muestras se produce un ajuste del nimero de muestras a tomar de acuerdo a la

clasificaciéon de cada explotacidn, resultando finalmente el tamafio de muestreo de la siguiente

manera:
. N° de animales a o o .
Estatus sanitario N° de pooles N° de PCR realizadas
muestrear
Tipo | (sin sintomas) 30 6 6
Tipo Il (con sintomas) 5 1 1
Tipo Ill (con sintomas y 15 3 3

con tratamiento)

Tabla 5: tamafio de muestreo realmente realizado en las explotaciones.

3.2 Andlisis qPCR

Quantitative-real time PCR Real Time Polymerase Chain Reaction (qPCR) es una técnica de
diagndstico molecular similar a la PCR cldsica, pero que es capaz de cuantificar a tiempo real el
producto resultante de la amplificaciéon. Al comparar la curva de amplificacidon de la muestra
problema con la curva de amplificacidon estandar de una muestra de concentracidn conocida es
posible calcular el nimero de copias de ADN iniciales presentes en la muestra problema. Esto es

lo que permite a este tipo de PCR ser realmente cuantitativa.

En total se han realizado 111 gPCR a partir de los pooles de 555 muestras provenientes de 47
explotaciones de toda la comarca. Sin embargo, se tomaron 940 muestras de sangre, pero en la
mayoria de explotaciones de Tipo | no fue necesario analizar las 30 muestras recolectadas para

certificar la presencia de A. ovis en la explotacidn, ya que, como solo queriamos certificar la
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presencia de la bacteria en la explotacién y con el fin de ahorrar costes, si salia el primer pool

positivo, ya no se analizaban el resto.

Tipo de explotacién. Numero de explotaciones. Numero de muestras
Tipo | 25 750
Tipo Il 14 70
Tipo Il 8 120

Tabla 6: numero de muestras tomadas en cada tipo de explotacion. .

Ill

Cada “pool” a partir del cual se realiza la extraccién de ADN para realizar la qPCR esta formado

por 1,25 ml de sangre proveniente de 5 muestras individuales a partes iguales (5 x 250 pl).

IM

Finalmente, de este “pool” se utilizaran Unicamente 250 pl para la extraccion. La extraccidn de
ADN se realiza con un equipo de extraccidn automatica de acidos nucleicos “LABTURBO 48C” de

la casa TAIGEN Co. utilizando el kit comercial Labturbo DNA Mini kit 480 de la misma compaiiia.

Este ensayo de gPCR tiene como diana el gen msp4 (major surface protein 4), especifico de
Anaplasma ovis. Este marcador es el mads comunmente utilizado por los investigadores para
detectar A. ovis (Alessandra and Santo, 2012; Belkahia et al., 2014; Derdakova et al., 2011;
Renneker et al., 2013b; Torina et al., 2010, 2008).

El limite inferior de cuantificacion de la prueba es de 50 copias/reaccion. Ademas, el ensayo lleva
incluido un control enddgeno valido para cualquier muestra de rumiante. Como control positivo
se utiliza un oligonucledtido sintético del gen diana, que incluye los sitios de unién de las sondas

de amplificacién del ensayo. Este control positivo esté cuantificado en 5x10° copias/reaccién.

3.3 Analisis clinicos

En total se han realizado 52 hematologias de animales con clinica representativa. Todas ellas
han sido realizadas en el laboratorio de Andlisis de la Unidad de Patologia General y Médica.
Para ello se ha utilizado un contador hematoldgico automatico scil Vet abc y fueron analizados
los siguientes parametros: leucocitos totales, eritrocitos, concentracién de hemoglobina,
plaguetas, volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM) y

concentracion hemoglobina corpuscular media (CHCM).

Ademads, han sido realizados 180 frotis sanguineos con las muestras provenientes de
explotaciones con sintomatologia compatible. Estas extensiones han sido secadas al aire, fijadas
con metanol durante 5 minutos y finalmente tefiidas con colorante Giemsa, diluido al 5%

durante 30 minutos (Yasini et al., 2012). Para la observacién de estas preparaciones se ha
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utilizado un microscopio 6ptico con un objetivo de inmersidon (x100). Las observaciones

microscopicas han servido para detectar formas compatibles con patdgenos intraeritrocitarios

y para obtener la fdrmula leucocitaria.

3.4 Analisis estadistico

Toda la informacion obtenida en la encuesta epidemioldgica y en las distintas pruebas analiticas

es integrada en una misma matriz estadistica y procesada con el paquete estadistico SPSS 20.0

con el fin de averiguar la relacidn estadistica entre A. ovis / enfermedad y sus posibles factores

de riesgo. La explotacién es empleada como unidad de estudio por lo que finalmente se

introducen 47 explotaciones para el estudio.

El estudio de la enfermedad se realiza de dos maneras:

Criterio clinico: se centra en la categorizacién de las explotaciones valorando la

presencia/ausencia de anaplasmosis clinica:

(0]

Explotacidn sin anaplasmosis: no se observan animales con clinica compatible

durante la visita y el ganadero no reconoce los sintomas cuando es preguntado.

Explotacion con anaplasmosis leve: el ganadero reconoce alguno de los

sintomas compatibles cuando es preguntado. El porcentaje de animales jovenes
afectados es <1%. Nunca ha mostrado preocupacion sobre ello. Su veterinaria
nunca ha observado animales con sintomatologia en la explotacién.

Explotacion con anaplasmosis grave: el ganadero reconoce varios de los

sintomas compatibles y esta preocupado. El porcentaje de animales jovenes
afectados es >5%. Su veterinaria si que ha observado animales con

sintomatologia en la explotacion.

Presencia del agente etioldgico:

(0]

Explotacion libre de A. ovis: ninguna de las muestras analizadas mediante PCR
ha resultado positiva.
Explotacion con presencia de A. ovis: una o varias de las muestras analizadas

mediante PCR ha resultado ser positiva.

Los datos recogidos en la encuesta a los ganaderos son estudiados mediante regresidn logistica

binaria (para la presencia del agente etiolégico) o multiple (para la variable del criterio clinico).

También se analiza mediante pruebas no paramétricas de Chi cuadrado el estudio de las
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variables incluidas en la encuesta y los criterios de determinacion de la infeccién. Para aquellos

casos en los que es posible (tablas 2x2) se calcula el riesgo relativo.

Los valores correspondientes a variables numéricas como recuentos obtenidos de las
hematologias, censos, porcentajes de desvieje, etc. son analizados también mediante pruebas
de ANOVA cuando las pruebas de normalidad son superadas o por pruebas no paramétricas en
los casos que no se distribuyan de acuerdo a una distribucion normal. Las pruebas no
paramétricas empleadas son Mann-Whitney para la presencia del agente etioldgico y Kruskall-
Wallis para el criterio clinico. En todos los casos se asumen como significativos resultados con

p<0,05.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Estudio del cuadro clinico

De los 52 ganaderos encuestados durante la realizacion de este estudio, 21 (40,4%) mostraron
clinica claramente compatible con el cuadro estudiado. El 57,1% de los ganaderos afectados (12
de 21) relaté que la enfermedad afectaba principalmente a animales jovenes. El resto de

ganaderos afectados no dio importancia a la edad de los animales enfermos.

El 100% de los ganaderos afectados tenian o habian tenido animales con debilidad, anorexia y
caquexia. Y el 95,2% de estos ganaderos (20 de 21) relataron haber visto animales con epifora
entre los afectados. Otros sintomas como las cojeras, hematuria/hemoglobinuria o abortos
fueron vistos en mucha menor proporcién. Respecto al desvieje forzado de animales jévenes el
76.2% (16 de 21) de los ganaderos afectados se vio obligado a hacerlo en mayor o menor

medida.

Llama poderosamente la atencidn que el 95,2% de los ganaderos afectado haya observado
epifora en algunos animales. Este sintoma no estd descrito en la bibliografia asociado a

anaplasmosis. Desconocemos cual puede ser la causa real.

Segln nuestra experiencia el diagndstico clinico de esta enfermedad es posible siempre y
cuando exista una sospecha confirmada en la zona. A pesar de la falta de especificidad de la

sintomatologia, el hecho de que afecte principalmente a animales jovenes facilita el diagnéstico.
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4.2 Andlisis hematoldgicos

De los 52 animales con clinica representativa analizados, 46 (88,5%) mostraron anemia
normocitica normocrémica, siendo los pardmetros “n° eritrocitos” y “porcentaje hematocrito”

los que mas comunmente se vieron alterados.

Respecto a la serie blanca cabe destacar que 6 animales (11,5%) mostraron leucopenia y

Unicamente 1 animal (1,9%) mostré leucocitosis.

Parametros Valor medio hematologias Error Valores de
hematoldgicos (n=52) estandar referencia
Leucocitos 5,91 0,37 4-12 103/mm?3
Linfocitos 48,00% 2,75% 40-75%
Neutréfilos 47,39% 2,54% 10-50%
Eosinofilos 3,67% 1,00% 0-15%
Eritroctios 6,658 0,443 9_14/::::?”%
Hematocrito 22,72 1,61 28-40 %
Hemglobina 7,41 0,50 8-15 g/dI
Plaquetas 451,22 40,28 12333:1;03
VCM 34,17 0,69 28-42
HCM 10,81 0,13 8-12
CCMH 31,73 0,32 30-34

Tabla 7: valores medios de las hematologias realizas.
4.3 Andlisis qPCR de las explotaciones: prevalencia rebaifo
De las 52 explotaciones visitadas, finalmente se analizaron mediante qPCR muestras de 47 de
ellas. En 44 de las 47 explotaciones analizadas se ha demostrado la presencia de A. ovis mediante
qPCR. Unicamente 3 explotaciones han mostrado ausencia completa de A. ovis. 36 de esas 44

explotaciones positivas han mostrado todos sus pools positivos.

Explotaciones + Explotaciones - Total explotaciones
100% pools + <100% pools + analizadas
36 (76,6%) 8(17,02%) 3 (6,38%) 47 (100%)

Tabla 8: resultados del andlisis gPCR en los diferentes rebafios de la comarca del Matarrafia.

Estos resultados demuestran que A. ovis esta presente en el 93,6% de las explotaciones

muestreadas, lo que supone la mayor parte de los rebafios de la comarca.
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qPCR + qPCR -
Explotaciones CON sintomas 25 0
Explotaciones SIN sintomas 19 3

Tabla 9: comparacion entre sintomas y resultados andlisis qPCR.

No se han encontrado relaciones significativas entre presencia/ausencia de A. ovis y la
presencia/ausencia de anaplasmosis clinica. Tampoco se ha encontrado diferencias significativas
entre las zonas geograficas norte/sur, en lo que a prevalencia de rebafio respecta. Estos
resultados indican que la mera presencia de A. ovis en una explotaciéon no es suficiente para

explicar la ausencia o presencia de la enfermedad.

Otros estudios epidemioldgicos sobre A. ovis muestran prevalencias individuales muy altas en
climas favorables para los vectores. Por ejemplo, un estudio desarrollado en Sicilia muestra
prevalencias individuales de un 47,3% (Alessandra and Santo, 2012), 91,1% en el norte de Tunez
(Belkahia et al., 2014) y 82,5% en Portugal (Renneker et al., 2013b). En ninguno de estos estudios

se describe la clinica de los animales muestreados ni el estado sanitario de las explotaciones.

Dada la alta sensibilidad de la técnica PCR, si se utilizara la metodologia descrita en el presente
trabajo para analizar muestras provenientes de las zonas donde se han realizado los estudios
anteriormente citados, seguramente se obtendria una mayoria de explotaciones positivas, ya
que basta que uno de los animales muestreados esté infectado para que la gPCR de un pool

salga positiva y por consiguiente esa explotacién se considere positiva.

Seria razonable pensar que las explotaciones con anaplamsosis grave presentaran una mayor
prevalencia individual de la infeccidn. Sin embargo, los analisis realizados en este estudio no son
suficientes para evaluar la prevalencia individual dentro de cada rebafio, por lo que realmente

desconocemos si existen diferencias entre los distintos tipos de explotaciones.

Aun con todo lo investigado hasta el momento no es posible descartar que otros agentes
etioldgicos estén involucrados, sobre todo teniendo en cuenta que no hay referencia en la
bibliografia de brotes clinicos de anaplasmosis tan graves como el ocurrido en la comarca del

Matarraia. Es necesario seguir investigando para poder descartar esta posibilidad.

La PCR ha demostrado ser una técnica fiable y muy especifica. El hecho de analizar las muestras

IM

en “pool” ha demostrado ser una estrategia eficaz y econdmica para certificar presencia del
patdgeno en las explotaciones. Sin embargo, al utilizar esta metodologia, se pierde informacion

valiosa, en lo que a prevalencia individual de la infeccidon se refiere. Ademas el hecho de que la

25



Estudios sobre la anaplasmosis ovina en la comarca del Matarrafia (Teruel)
Estudio epidemiolégico

PCR sea cuantitativa tiene poca utilidad cuando las muestras son analizadas en “pool”, al

contrario de si fueran analizadas individualmente.

4.4 Localizacion geogrdfica y presentacion de la enfermedad
Tal y como se sospechd en un principio la presentacidén de la enfermedad clinica es diferente
entre los sectores norte y sur de la comarca, a pesar de que A. ovis esta presente en las

explotaciones de ambas zonas en una proporcion parecida.

Caspe

Alcaniz

Tortosa

Ne explotaciones con sintomatologia grave

. ‘ Morella

>4 32 1 0

Figura 3: mapa de la comarca y numero de explotaciones con anaplasmosis grave.

A continuacion se compara en una tabla doble las diferencias entre “zona norte” y “zona sur”

en lo que a sintomatologia y andlisis gPCR se refiere:

Tipos de explotacion Zona norte Zona sur
Anaplasmosis grave 19 (61,3%) 0 (0%)
Anaplasmosis leve 1(3,2%) 5(31,2%)
Sin anaplasmosis 11 (35,5%) 11 (68,8%)
Tipos de explotacion Zona norte Zona sur
gPCR + 29 (93,5%) 15 (93,7%)
qPCR - 2 (6,5%) 1(6,3%)

Tabla 9: comparativas entre zona norte y sur.

La probabilidad de aparicion de anaplasmosis grave en el norte es 2,36 (3,34-1,59 p<0,001) veces

mayor que en el sur de la comarca. Estas diferencias pueden tener su explicaciéon en las
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diferencias geograficas y climaticas entre los sectores norte/sur y en la presencia/ausencia de

distintos vectores.

Si se comparan las alturas medias de los distintos grupos de explotaciones visitadas, se aprecia
una diferencia de altura de 128 metros entre las explotaciones que presentan una clinica grave

y las que presentan ausencia de los sintomas estudiados.

Anaplasmosis grave Anaplasmosis leve Ausencia de anaplasmosis

524 m 623 m 652 m

Tabla 10: promedio de la altura de los diferentes grupos de explotaciones.

En la comarca del Matarrafia, a pesar de su reducido tamafio (926,06 Km?), se encuentran dos
sectores naturales bien diferenciados. Al norte se encuentra el Bajo Matarrafia, caracterizado
por un clima similar al del Valle del Ebro, en el que predominan los espacios abiertos con
pequefias elevaciones, que conforman un territorio heterogéneo de cultivos de oliveras (Olea
europea), almendreras (Prunus dulcis) y cereal de secano, intercalado por bosquetes de pino
carrasco (Pinus halepensis). Mientras que al sur encontramos el Alto Matarrafia, de mayor
altitud (700 - 1396 m), emplazado en las estribaciones de la Cordillera Ibérica y de la Prelitoral
Catalana, mas humeda, con grandes formaciones boscosas de pino negral (Pinus nigra) y pino

silvestre (Pinus sylvestris) (Benavente Serrano and Thomson Listerra, 2003).

Elevaciones en metros
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Figura 3: mapas de relieve y temperaturas medias anuales de la comarca del Matarraiia.

(Fuente: Atlas Climdtico de Aragdn)

En la figura 3 se pueden apreciar las diferencias de altura y temperatura media anual existentes

entre en norte y el sur de la comarca. Aunque a primera vista puedan perecer pequefias
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diferencias, en realidad estas tienen una gran repercusién sobre los ecosistemas de cada parte,

siendo estos muy diferentes como se ha explicado anteriormente.

El hecho de que la enfermedad esté claramente delimitada a la zona norte podria ser explicado
por estas diferencias geograficas y climatolégicas citadas. El principal vector de la anaplasmosis
ovina son las garrapatastodas, y estas dependen plenamente del medio ambiente en el que se
desarrollan. En la bibliografia se cita la importancia de la garrapata en la transmisién de la
enfermedad por dos razones, en primer lugar porque se ha demostrado que la anaplasmosis es
una enfermedad dosis-dependiente (Corona. B, 2004; Kocan et al., 2010; Torina et al., 2010) y
la garrapata es el Unico hospedador intermediario en el que anaplasma se multiplica
activamente quedando preparado para su inoculado a altas dosis en la glandulas salivares de la
misma (Brayton, 2012; Kocan, 1995; Shkap et al., 2009). En segundo lugar, hay estudios recientes
que cuando la garrapata se alimenta del hospedador vertebrado, no solo inocula la dosis
bacteriana, sino que también son inoculados una serie de metabolitos que interfieren en el
sistema inmune del hospedador, favoreciendo la infeccién activa y el desarrollo de la
enfermedad (Fuente et al., 2015). Estos hechos podrian explicar la marcada diferencia en la
presentacion clinica de la enfermedad en norte/sur, a pesar de haber tenido contacto con el

microorganismo en toda la comarca.

Torina et al., 2008 explican en un estudio las diferentes prevalencias encontradas de Anaplasma
marginale, A. ovis y A. phagocytophilum en los sectores este y oeste de la isla de Sicilia. Las
diferencias son en su mayoria significativas y son atribuidas a diferencias en el manejo de los
animales, a las distintas poblaciones de reservorios silvestres y sobre todo a las diferencias entre

los habitas mds propicios para las distintas especies de garrapatas.

Sin embargo, lo expresado es, de momento, una hipdtesis, la cual deberia ser confirmada en
futuros estudios sobre las poblaciones de vectores y las prevalencias individuales de A. ovis en
los distintos tipos de explotaciones, para poder determinar el origen de las diferencias

explicadas en el presente trabajo.

4.5 Relacidén entre vector y enfermedad

Hay numerosos factores que pueden afectar a las poblaciones de vectores, y en especial a las
garrapatas. El clima, el suelo, el tipo de vegetacion, la humedad, el ecosistema animal y el
manejo de las especies ganaderas, influyen directa o indirectamente en las distribuciones de las

distintas especies de garrapatas (Torina et al., 2008).
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Durante las visitas a las explotaciones se han realizado muestreos esporadicos de garrapatas
encontradas sobre los animales y en todos los casos la especie identificada ha sido Rhipicephalus
turanicus, especie descrita como vector de A. ovis (Belkahia et al., 2014). Ademas en la encuesta
los ganaderos fueron preguntados sobre los vectores potenciales de la enfermedad. Un 92% de
los ganaderos encuestados veian garrapatas en los animales, siendo primavera la época de

mayor cantidad. Y un 77% observaban tdbanos, siendo verano la época de mayor cantidad.

A la pregunta de si habian visto mayor cantidad de garrapatas o tabanos en los ultimos afios, un
34,61% contesté que Si. Y el 61,11% de estos ganaderos tenia un problema grave de
anaplasmosis. La relacién entre apreciar incremento de vectores y la presentacién de
anaplasmosis grave es significativa (p<0,05). Un ganadero que ha detectado un incremento en

los vectores tiene un 3,77 (12,53-1,13 p=0,039) veces mas riesgo de sufrir anaplasmosis grave.

Sin embargo, es cierto que algunas preguntas de la encuesta, como ésta Ultima, pueden ser muy
subjetivas. Por ello en la encuesta también se preguntaba si el ganadero sabia lo que era la
anaplasmosis y como se transmite. A pesar de que un 57,69 % de los ganaderos encuestados
conocian la enfermedad, esto no estd relacionado de manera significativa (p>0,05) con ninguna

de las variables de respuesta subjetiva.

Sin embargo, serian necesarios estudios mas detallados para determinar cémo influyen las

diferencias en las poblaciones de vectores en la presentacion clinica de la anaplasmosis.

4.6 Relacion entre raza y enfermedad

En ovino se ha demostrado la influencia de la raza en la gravedad de los sintomas de la
anaplasmosis (Ciani et al., 2013; Hurtado et al., 2015; Pieragostini et al., 2011), por ello ha sido
un factor que se ha tenido en cuenta a la hora de explicar las diferencias clinicas observadas

entre distintas explotaciones. En la comarca del Matarraia son tres las razas de ovino presentes:

RAZA SIN ANAPLASMOSIS CLINICA CON ANAPLASMOSIS CLINICA
Rasa Aragonesa 13 (54,2%) 11 (45,8%)
Ojinegra 19 (76%) 6 (24%)
Maellana 2 (33%) 4 (67%)

Tabla 11: comparativa entre la presentacion de anaplasmosis clinica entre las distintas razas.

Aparentemente las observaciones muestran que la raza ojinegra presenta una menor tendencia
a sufrir anaplasmosis clinica que el resto. Sin embargo, la relacidon entre raza y clinica no es

estadisticamente significativa (p>0,050), por lo que no es posible aseverar que en el presente
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caso sea un factor determinante. Posiblemente si se aumentara el tamafio de muestra en
futuros estudios seria posible averiguar con mayor exactitud cémo influye la raza en la

presentacién de la enfermedad estudiada.

4.7 Relacidén entre pastoreo y enfermedad

Otro aspecto preguntado en la encuesta epidemioldgica han sido las rutinas de pastoreo durante
las distintas épocas del afio. Este aspecto es importante porque es durante el pastoreo cuando
los animales tienen mayor riesgo de entrar en contacto con el vector, por lo que influye

directamente en la presentacién de anaplasmosis.

En este caso si que se han encontrado diferencias significativas. Los rebafios que pastaron en el
olivar durante la primavera presentan un riesgo 13,00 (109,50-1,543 p= 0,008) veces mayor de

sufrir anaplasmosis grave que los que no lo hicieron.

Este hecho no significa necesariamente que los vectores se encuentren especificamente en los
olivares, sino que un clima que es favorable para su cultivo también lo es para los vectores de A.

ovis.

En la comarca del Matarrafia el cultivo de la olivera es mucho mas comun en el sector norte, ya
qgue su menor altitud y las temperaturas menos frias le son favorables. Puesto que la mayoria
de explotaciones afectadas se encuentran en la zona norte de la comarca, posiblemente este

sea el origen de la relacidn estadistica.

S| pastoreo olivera en primavera NO pastoreo olivera en primavera
Zona norte 32 (91,4%) 3(8,6%)
Zona sur 6 (37,5%) 10 (62,5%)

Tabla 12: diferencias entre zonas en lo que a pastoreo de olivera en primavera se refiere.

De ser cierta esta hipdtesis, el cultivo de la olivera podria ser utilizado como un marcador
climatico facilmente utilizable para estimar el riesgo de apariciéon de anaplasmosis grave,

siempre y cuando el clima de la zona de estudio sea similar al de la comarca del Matarraia.

5. CONCLUSIONES FINALES

Los animales afectados mostraron debilidad y anorexia en el 100% de los casos y epifora en el
95,2%. Ademas, en el 76,2% de las explotaciones afectadas se produjo un mayor desvieje de

animales jovenes. Siendo estos los sintomas mas representativos de la enfermedad.
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El 88,5% de animales con sintomatologia clinica analizados mostraron una grave anemia. El
recuento del nimero de eritrocitos y el porcentaje de valor hematocrito son pardmetros validos

para el diagndstico clinico de la enfermedad.

El 93,6% de las explotaciones analizadas mostraron presencia de Anaplasma ovis mediante la
técnica qPCR. Esto indica que A. ovis es un patdégeno ampliamente extendido en la comarca del
Matarrafia y que la mera presencia de la bacteria no es suficiente para realizar un diagndstico

de anaplasmosis clinica.

La probabilidad de apariciéon de anaplasmosis grave en el norte de la comarca del Matarrafia es
2,36 veces mayor que en el sur, y del mismo modo, los rebafios que pastaron en el olivar durante
la primavera presentan un riesgo 13,00 veces superior de sufrir anaplasmosis grave que los que
no lo hicieron. Estos dos factores de riesgo pueden estar relacionados con la presencia o
ausencia del vector, ya que la apreciacidon por parte del ganadero de un mayor nimero de
garrapatas en el ganado en relacidn a la presencia de enfermedad clinica, muestra diferencias

significativas, teniendo estas explotaciones 3,77 veces mas riesgo de sufrir anaplasmosis grave.

Sin embargo, el estudio epidemioldgico no muestra diferencias significativas en el tipo de
manejo, protocolos sanitarios y alimentacion de las explotaciones afectadas. Estos no parecen

ser factores que afecten la aparicidén de sintomatologia clinica.

La gPCR ha demostrado ser un método laboratorial fiable y util para el diagndstico de
anplasmosis. El muestreo empleado para la deteccidn de la infeccidn por A. ovis y el andlisis de
las mismas en “pools” de 5 muestras es un método valido para la deteccion de la bacteria,

debiéndose basar el muestreo en la presencia de sintomas compatibles con la enfermedad.

6. FINAL CONCLUSSIONS

Affected animals showed weakness and anorexia in the 100% of the cases and epiphora in the
95.2%. In addition, 76.2% of affected farms occurred in a major culling of young animals. These

seem to be the more representative symptoms of the disease.

The 88.5% of the affected animals showed a severe anemia. The red blood cells count and the

percentage of hematocrit value are valid parameters for the clinical diagnosis of the disease.

The 93.6% of the farms analyzed showed presence of Anaplasma ovis by PCR technique. This
indicates that A. ovis is a pathogen that is widely spread in the Matarrafia region and that the

mere presence of the bacteria is not sufficient to make a diagnosis of clinical anaplasmosis.
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The probability of occurrence of serious anaplasmosis in the North of the Matarraiia region is
2.36 times more that in the South, and in the same way, herds which grazed in the olive grove
during the spring time have 13,00 times higher risk of suffering serious anaplasmosis that those
who did not. These two factors of risk can be related with the presence or absence of the vector,
since the appreciation from the farmer of a greater number of ticks in the flock in relation to the
presence of clinical disease shows significant differences, having these farms 3.77 times more

risk of suffer serious anaplasmosis.

Nevertheless, the epidemiological study shows no significant difference in the type of
management, health protocols and feeding of affected farms. These do not appear to be factors

affecting the presence of clinical symptoms.

The gPCR has proven to be a reliable and useful technique for the diagnosis of anplasmosis. The
sampling used for the detection of infection by A. ovis and the analysis of them in pools of 5
samples is a valid method for the detection of the bacteria; sampling should be based on the

presence of symptoms consistent with the disease.
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