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RESUMEN:

Las dindmicas poblacionales de ungulados silvestres se caracterizan por presentar en altas
densidades episodios de fuertes mortalidades asociados a brotes de enfermedades, algunas
de ellas podrian estar transmitidas por garrapatas. En este trabajo de fin de grado se analiza
la presencia de varios patégenos (géneros: Ehrlichia sp, Anaplasma sp, Neorickettsia sp,
Babesia sp y Theileria sp) en sangre de gamos (Dama dama), ciervos (Cervus elaphus) y
cabra montés (Capra pyrenaica) del Parque Natural Sierras de Cazorla, Segura y las Villas,
gue murieron subitamente y presentaron signos de anemia hemolitica. Un total de 20 (10
sanos, 10 enfermos) muestras fueron analizadas mediante PCR y se secuenciaron siempre
gue fue posible, para su identificacion. Se encontraron 16 positivos para Theileria spp con
una prevalencia del 80% y 14 positivos para Anaplasma spp con una prevalencia del 70% y
coinfeccidn en el 55% de las muestras. Las muestras analizadas fueron portadoras de
Theileria capreoli, T. OT3, T. cervi y Anaplasma bovis. Los ungulados silvestres son un
importante reservorio de los patdgenos identificados, pero las altas prevalencias detectadas
sugieren que no sean causantes directos de los episodios de mortalidad masiva sino
patégenos oportunistas que contribuyen a la muerte del animal en interaccién con otros

factores.

Palabras clave: Ungulados silvestres, garrapatas, Babesia sp, Theileria sp, Anaplasmataceae,

Parque Natural Sierras de Cazorla, Seguray las Villas.
ABSTRACT:

The population dynamics of wild ungulates are characterized by presenting high-density
episodes of high mortality associated with disease outbreaks, some of them could be
transmitted by ticks. This project analyzes the presence of several pathogens (genus:
Ehrlichia sp, Anaplasma sp, Neorickettsia sp, Babesia sp y Theileria sp) in the blood of fallow
deer (Dama dama), deer (Cervus elaphus) and ibex (Capra pyrenaica) of the Natural Park of
Sierras de Cazorla, Segura and las Villas. A total of 20 samples (10 healthy and 10 sick) were
analyzed by PCR and sequenced whenever possible for its identification. Sixteen were found
positive for Theileria spp with a prevalence of 80% and 14 positive for Anaplasma spp with
a prevalence of 70%, and coinfection in 55% of the samples. The analyzed samples were
carriers of Theileria capreoli, T. OT3, T. cervi and Anaplasma bovis. Wild ungulates are

important reservoir of the identified pathogens. However, the high prevalence detected
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suggest that they do not play a role as direct responsible of massive mortalities, but act as
opportunistic parasites contributing to the death of the animal in interaction with other

factors.

Keywords: Wild ungulates, ticks, Babesia sp, Theileria sp, Anaplasmataceae, Natural Park of

Sierras de Cazorla, Segura y las Villas.
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1. INTRODUCCION

La ecologia es el estudio de la relacidn, distribuciéon y abundancia de las comunidades o las
poblaciones con el ambiente que los rodea (Dodson et al., 1998), por tanto, aborda el
estudio de relaciones simbidticas como el mutualismo, el comensalismo, la depredacién o
el parasitismo. En este trabajo abordaré el estudio del parasitismo. Este se podria definir
como una asociacion interespecifica entre organismos, parasito y huésped en la que el
primero, generalmente de menor tamafio y Unico beneficiado, presenta adaptaciones para
vivir en, o sobre, organismos huésped de los que depende metabdlicamente y con los que
realiza un intercambio mutuo de sustancias (Poulin, 2006). Es importante el estudio de la
interaccion entre parasito y huésped ya que los pardsitos pueden afectar a la relativa
abundancia de diferentes especies, lo que justifica la inclusion del parasitismo como fuerza
bidtica capaz de determinar la biodiversidad de las comunidades (Poulin, 1999). En el caso
de los animales, suindice de transmision depende de las interacciones entre animales
infectados y los susceptibles de infectarse, asi como de la probabilidad de que la infeccion
se produzca durante cada interaccidon (Triguero-Ocana et al., 2020). Todos los grandes
grupos de organismos conocidos (virus, bacterias, protozoos, hongos, plantas y animales)
tienen especies que han desarrollado adaptaciones para la vida parasitaria, por lo que los
pardsitos son de naturaleza muy diversa (Price, 1980). Algunos de los organismos
mencionados anteriormente son capaces de causar enfermedades infecciosas en los
animales o las plantas, que pueden ser muy dafinas o incluso fatales para sus huéspedes,

por lo que se les considera organismos patégenos.

Por otra parte, es clave el estudio de esta interaccién ya que los pardsitos pueden provocar
enfermedades zoondticas. Una enfermedad zoondtica es una enfermedad que puede
transmitirse entre animales y seres humanos (Hubalek, 2003). La epidemiologia general de
las enfermedades zoondticas estudia la relacidon entre los animales domésticos, silvestres o
sinantrdpicos como reservorios de diferentes patogenos para los humanos (WHO, 2006).
Muchas de estas enfermedades incluyen vectores artrépodos como son las garrapatas, en
sus ciclos de transmision (Lemon et al., 2008) jugando un papel importante en la ecologia
de estas enfermedades. Ademas, la vida silvestre es un factor clave en el control de estas
enfermedades. En concreto, los animales salvajes son huéspedes adecuados para los
vectores de garrapatas y reservorios de los patdégenos (Orkun et al., 2019). Por ello,

representan una amenaza para los seres humanos y los animales domésticos. Existe un
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nuimero elevado de patdgenos transmitidos por garrapatas de preocupacion para la salud
humana y animal, pero dentro de estos, se pueden destacar los parasitos intracelulares
obligados como Anaplasma o Ehrlichia spp., Babesia o Theileria spp. debido a las
enfermedades infecciosas que causan (Diaz-Cao et al., 2021). Estas enfermedades causan
graves pérdidas econdmicas en la industria ganadera y los patdgenos zoondticos presentan
una elevada incidencia en Europa. Actualmente, muchas de las enfermedades clasificadas
como zoondticas estan en aumento a nivel mundial, y superaran las 200 especies (Reyes-

Novelo et al., 2011).

Las dindmicas poblacionales de ungulados silvestres se caracterizan por presentar en altas
densidades episodios de fuertes mortalidades asociados a brotes de enfermedades, algunas
de ellas podrian ser transmitidas por garrapatas (Espi, 2011). En este trabajo se analiza la
presencia de varios patdgenos zoondticos, en sangre de gamos (Dama dama),
ciervos (Cervus elaphus) y cabra montés (Capra pyrenaica) que murieron sibitamente en la
primavera de 2018 y que en el estudio histopatoldgico de estos animales realizado en la
Universidad de Cdordoba, se detectd hemosiderosis en muchos drganos, lo que sugiere
anemia hemolitica (Risalde, 2018). Los resultados de este estudio esclareceran si alguno de
estos agentes patdgenos estuvo directamente implicado en este episodio de mortalidad,
gue afectd a decenas de animales. Identificar y entender el funcionamiento de los ungulados
silvestres como reservorios de patdgenos es clave tanto desde un punto de vista sanitario,

como de la conservacidn y la gestidon de especies silvestres y domésticas.

Figura 1. Gamo (Dama dama) y Ciervo (Cervus elaphus). Autores: Paloma Prieto y Juan

Monje.
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1.1 Ungulados silvestres en la Sierra de Cazorla

Los ungulados (Ungulata) pueden definirse como mamiferos placentarios que caminan
apoyando los extremos de sus dedos revestidos de pezufias o aquellos que descienden de
un animal con estas caracteristicas. Los ungulados se encuentran ampliamente distribuidos
por todo el planeta de manera natural, menos en la Antartida y Oceania, donde han sido

introducidos.

En este estudio estudiaré algunos de los ungulados silvestres que se encuentran en Parque
Natural Sierras de Cazorla, Segura y las Villas, como son el ciervo (Cervus elaphus), la cabra
montés (Capra pyrenaica) y el gamo (Dama dama). El parque alberga una cuarta especie, el
muflon (Ovis aries musimon), aunque con este no hemos trabajado en el laboratorio. Este
habitat posee un alto censo de los ungulados nombrados anteriormente y llegd a tener la
mayor poblacién de cabra montés registrada en Espafia (Ledn-Vizcaino et al., 1999). En la
figura 1 se puede observar censos de ungulados comprendidos entre los afios 1956 y 2007.
A partir del aino 2007 se cambié el método de censo y los resultados no son directamente

comparables.

Censo ungulados
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Figura 2. Censo de las poblaciones de ungulados (Cabra montés, ciervo, gamo y muflén)

Entre 1986 y 1987 se produce una disminucién brusca en la poblacién de ungulados. Esta

disminucién se debe al primer brote de sarna sarcdptica (Sarcoptes scabiei) observado por


https://es.wikipedia.org/wiki/Mam%C3%ADferos
https://es.wikipedia.org/wiki/Placentarios
https://es.wikipedia.org/wiki/Ocean%C3%ADa
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primera vez en Espafa en 1987 que tuvo lugar en el Parque Natural Sierras de Cazorla,
Seguray las Villas. Este evento tuvo un impacto considerable sobre el nimero de individuos
de la cabra montés, disminuyendo la poblacién un 90% (lacopelli et al., 2019) quedando la
poblacién reducida a 150 individuos cuatro afios después (Fandos, 1991). Aunque la
enfermedad sigue afectando a esta poblacién, lo hace de forma menos virulenta,
contandose con mas de 1.300 individuos. Las poblaciones de ciervos también se vieron
seriamente afectadas disminuyendo considerablemente el nimero de individuos. Se
destacan estas dos especies debido a que presentan mayor prevalencia de infestacion en
comparacién con la observada en gamos y muflones. Esta enfermedad ha persistido y
continda circulando extensamente dentro de la comunidad local de ungulados y se
considera imposible la erradicacidn en las poblaciones en libertad. Consecuentemente, las
medidas de gestion deben ir dirigidas a la disminucion de su impacto y gravedad en la

poblacién (Ledn-Vizcaino et al., 1999)
1.2 Posibles agentes zoondticos presentes en los ungulados silvestres.

Aungque la sarna sarcoptica (Sarcoptes scabiei) ha sido identifica como el principal parasito
influenciando las dinamicas poblacionales de ungulados en el Parque Natural Sierras de
Cazorla, Seguray Las Villas (lacopelli et al., 2019), otros parasitos con sintomatologia menos
manifiesta podrian ser también relevantes. Concretamente, estudios previos han
identificado la presencia de Anaplasma sp, Coxiella Burnetii, Theileria sp y Babesia sp (Pérez,
2007). A continuacion, se describen los ciclos biolégicos de las diferentes especies

patégenas estudiadas.
1.2.1 Ciclo biolégico de Babesia sp

Babesia sp es un hemoparasito perteneciente al phylum Apicomplexa, clase Aconoidasida,
orden Piroplasmida, superfamilia Babesioidea, familia Babesiidae y género Babesia (Schreeg
et al., 2016). Todas las especies de babesia se transmiten de forma natural por la picadura

de garrapatas infectadas de la familia Ixodidae.

El ciclo biolégico de Babesia sp se puede dividir en tres fases: merogonia, gametogonia y
esporogonia. La esporogonia tiene lugar en el animal, mientras que las dos fases restantes
acontecen en la garrapata (Ganzinelli et al., 2018). Los esporozoitos de Babesia sp se
inyectan en el torrente sanguineo de un huésped vertebrado durante la ingestién de sangre

de una garrapata infectada. Después, los esporozoitos invaden los eritrocitos y se convierten

8
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en trofozoitos. Estos se dividen por fision binaria y producen merozoitos (Rothschild, 2013).
Algunos merozoitos se convierten en gametocitos que podrian iniciar la infeccién en la
garrapata vector. Cuando la garrapata se alimenta de un hospedador infectado adquiere los
gametocitos (Ganzinelli et al., 2018). Una vez en el intestino se produce la gametogénesis,
gue se trata de la fase de reproduccion sexual del parasito, y se forman los zigotos. Los
zigotos sufren una serie de cambios morfolégicos dando lugar a los kinetos (Mehlhorn et al.,
1993). Los kinetos acceden a la hemolinfa de la garrapata replicdndose e invadiendo varios
drganos como glandulas salivales y ovarios, donde se produce la esporogonia. En esta fase
los kinetos maduran a esporozoitos. A través de la picadura de la garrapata en el huésped,

los esporozoitos recién desarrollados se inocularan en él (Hunfeld et al., 2008).
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Figura 3. Ciclo biolégico Babesia sp. Imagen tomada (Ganzinelli et al., 2018).

1.2.2 Ciclo biolégico de Theileria sp

Theileria son parasitos intracelulares que infectan a mamiferos por todo el mundo (Shaw,
2003). Pertenecen al phylum Apicomplexa, clase Sporozoea, orden Piroplasmida, familia
Theileriidae y género Theileria (Mans et al., 2015). Esta especie causa la enfermedad
theileriosis que afecta a rumiantes domésticos y salvajes. Son los Unicos pardsitos de los
animales domésticos que viven en los linfocitos. Esta especie es transmitida por garrapatas
Ixodidae del género Rhipicephalus, Hyalomma, Amblyomma y Haemaphysalis (Remesar et

al., 2019).
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El ciclo de vida presenta varias etapas del desarrollo morfolégicamente distintas en la
garrapata y en las células de los mamiferos (Shaw, 2003). Implica la reproduccién asexual
de los pardsitos en etapa sanguinea en el animal huésped y la reproduccion sexual de los
pardsitos en un vector de garrapatas (Sivakumar et al., 2014). Los parasitos se transmiten a
los huéspedes cuando estos se alimentan de garrapatas infectadas. Los esporozoitos
invaden las células linfaticas, donde se transforman en una estructura multinucleada
conocida como macroesquizonte que posteriormente deriva en otra estructura de menor
tamafio o microesquizonte. Los merozoitos se liberan y estos invadiran los glébulos rojos
(Mehlhor et al., 1998). Cuando una garrapata se alimenta de sangre del animal parasitado,
ingiere eritrocitos infectados con merozoitos. Estos forman cuerpos redondos capaces de
introducirse en las células epiteliales del intestino de la garrapata. Una vez en el intestino
se produce la gametogénesis, que se trata de la fase de reproduccién sexual del parasito, y
se forman los zigotos. Los zigotos sufren una serie de cambios morfolégicos dando lugar a
los kinetos (Mehlhorn et al., 1993). Los kinetos migran a las glandulas salivales y se

transforman en esporozitos.
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Figura 4. Ciclo biolégico general de Theileria usando T.parva como ejemplo. Imagen

tomada de (Mans et al., 2015).
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1.2.3 Ciclo bioldgico de Anaplasmataceae

La familia Anaplasmataceae incluye los géneros Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia, y
Wolbachia (Dumler et al., 2015). Estas bacterias son transmitidas por garrapatas ixddidas
(Anaplasma y Ehrlichia) o por helmintos (Neorickettsia), asi como endosimbiontes de
invertebrados (Wolbachia) (Rar et al., 2011). Todos estos géneros infectan huéspedes
invertebrados especificos (garrapatas, insectos, trematodos, nematodos o moluscos) que
son abundantes en la naturaleza (Rikihisa, 2011). A diferencia de Neorickettsia y Wolbachia,
gue pueden ser transmitidas a través de generaciones de huéspedes invertebrados,
Anaplasma y Ehrlichia no pueden pasar de garrapatas adultas a descendencia (transmision

transovarica) (Macleod et al., 1933).

A continuacién, se describen brevemente la ecologia de los géneros pertenecientes a la

familia Anaplasmataceae, con mayor interés en el ciclo bioldgico de Anaplasma.

Las bacterias del género Neorickettsia se transmiten y mantienen en los trematodos que se
encuentran en los caracoles Pleuroceridae (Rollinson., 2012). Se requiere la infeccion de
mamiferos para completar el ciclo de vida de los trematodos, pero no se requiere
directamente para el mantenimiento de Neorickettsia. Los perros, caballos, murciélagos y
humanos adquieren accidentalmente Neorickettsia por ingestion de la etapa metacercaria

de los trematodos en peces o insectos acuaticos adultos (Rikihisa et al., 2015).

El género Wolbachia presenta una proximidad filogenética a estos patégenos mamiferos,
pero a pesar de ello, Wolbachia desarrolld un estilo de vida endosimbiético distinto dentro
de una amplia gama de huéspedes Ecdysozoa que abarca taxones dentro del filo Arthropoda
y nematodos filariales (Bordenstein et al., 2005). Si bien, Wolbachia ya estd muy extendida
en el medio ambiente, esta restringida a vivir exclusivamente dentro de las células huésped
y se propaga al cambiar la biologia de su especie huésped (Hoffmann et al., 2015).
Consecuentemente, no se considerd este género como potencial patégeno implicado en la

mortalidad de los ungulados analizados.

El ciclo de Ehrlichia comienza cuando las larvas no infectadas se infectan al ingerir sangre de
un hospedador infectado y mantienen Ehrlichiae hasta la etapa ninfal. Las ninfas infectadas
pueden transmitir la bacteria a huéspedes susceptibles y a humanos durante la adquisicién
de sangre No se ha demostrado la transmision transovarica y es de suponer que los huevos

y las larvas no alimentadas no estan infectados (Paddock et al., 2003).

11
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Anaplasma son microorganismos intracelulares estrictos. Este género incluye tres especies
que afectan a leucocitos y macréfagos (Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma bovis y
Anaplasma platys) y tres que parasitan los glébulos rojos (Anaplasma marginale, Anaplasma
centrale y Anaplasma ovis) (Ait Lbacha et al., 2017). Estas bacterias son las causantes de
anaplasmosis, un grupo de enfermedades de transmisién vectorial (Atif, 2015).

epidemiologia de esta enfermedad es compleja y algunas de estas especies que la causan

son especies poco patdgenas, pero otras son altamente patdgenas (Garcia-Pérez et al., 2016).

El ciclo de vida de Anaplasma implica a hospedadores vertebrados y a varios artrépodos,
destacandose las garrapatas de la familia Ixodidae y dipteros hematdfagos de la familia
Tabanidae, con una replicacién por fision binaria en ambos (Rikihisa, 1991). Comienza el
desarrollo en la garrapata cuando ésta se alimenta con sangre de animales infectados por
Anaplasma sp, colonizan las células del intestino, en donde se replican y pasan a otros
tejidos incluyendo glandulas salivales. A través de la saliva la garrapata transmite la bacteria
a la sangre del animal. Anaplasma sp penetra en el glébulo rojo por una invaginacién de la
membrana citoplasmatica que da origen a una vacuola. Dentro de la vacuola el agente se
multiplica por fisién binaria formando cuerpos de inclusién que invadirdn nuevas células

propagando la infeccion (Kocan et al., 2008).
)
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Figura 5. Ciclo de desarrollo de Anaplasma marginale en garrapatas y bovinos (Kocan et al.,

2003).
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2. ANTECEDENTES

Para la realizacién de este trabajo de fin de grado se han utilizado 20 muestras de sangre de
diferentes animales, 10 de ellas de animales que presentaron una fuerte anemia hemolitica
y las otras 10 muestras de animales aparentemente sanos. Las muestras de animales
aparentemente sanos proceden de ejemplares cazados a rececho en la Reserva Andaluza de

Caza de Cazorla y Segura, sobre los que se hace vigilancia epidemioldgica rutinaria.

En la tabla 1 se muestran los datos de los animales a los que pertenecen las muestras de
sangre. Cuando nos referimos a estado general quiere decir el aspecto que presentaba el
animal en el momento de la toma de la muestra, refiriéndose a estado normal cuando el

animal no presentaba extrema delgadez o mal aspecto.

Tabla 1. Datos de los animales analizados.

ID TERMINO ESPECIE RANGO SEXO ESTADO
MUESTRA  MUNICIPAL EDAD GENERAL

1 Santiago- Ciervo Adulto Hembra Muy delgado
Pontones

2 Cazorla Gamo Joven Hembra Muy delgado

3 La Iruela Cabra Subadulto Macho Muy delgado

montés

4 Cazorla Gamo Subadulto Macho Muy delgado

5 Cazorla Gamo Subadulto Hembra Muy delgado

6 Cazorla Gamo Subadulto Hembra Muy delgado

7 Santiago- Ciervo Adulto Hembra Muy delgado
Pontones

8 Santiago- Ciervo Adulto Macho Muy delgado
Pontones

9 Santiago- Ciervo Joven Hembra Muy delgado
Pontones

10 Santiago- Ciervo Subadulto Macho Muy delgado
Pontones

11 Cazorla Ciervo Subadulto Hembra Normal

12 Cazorla Ciervo Subadulto Hembra Normal

13 Cazorla Ciervo Subadulto Macho Normal

14 Cazorla Gamo Adulto Hembra Normal

15 Cazorla Gamo Adulto Macho Normal

16 Santiago- Gamo Adulto Hembra Normal
Pontones

17 Cazorla Ciervo Adulto Hembra Normal

18 La lruela Ciervo Adulto Hembra Normal

19 Cazorla Gamo Subadulto Macho Normal

20 Cazorla Gamo Joven Hembra Normal
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3. OBIJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es estudiar la relacidn de parasitismo como interacciéon
ecologica que existe entre agentes zoondticos que afectan a la sangre, cuyos vectores son
garrapatas y poblaciones silvestres de ungulados en el Parque Natural Sierras de Cazorla,
Segura y las Villas. Concretamente se estudiara la presencia de patégenos pertenecientes a

los géneros Babesia, Theileria, Ehrlichia, Anaplasma, y Neorickettsia.
Los objetivos especificos de este estudio son:

- Estudiar la prevalencia de estos patégenos en las muestras analizadas, y discutir la
posible relacién entre dichos patogenos y el estado general de los animales.
- Identificar a nivel de género y, cuando sea posible, a nivel de especie la presencia de

patdgenos pertenecientes a los géneros anteriormente citados.
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4. MATERIALY METODOS
4.1 Sistema de estudio

Este estudio se realiza sobre las poblaciones de ungulados silvestres en concreto, ciervos
(Cervus elaphus), gamos (Dama dama) y cabra montés (Capra pyrenaica) que se encuentran
en ElParque Natural Sierras de Cazorla, Segura y Las Villas. Este es un espacio
natural situado en el limite noreste de Andalucia (Espafia), ocupando todo el este de la
provincia de Jaén vy cuenta con una extension de 214.300 ha. Constituye el espacio
protegido mas extenso de Espafia. El Parque estd integrado por 23 municipios que

pertenecen a las comarcas de la Sierra de Cazorla, Sierra de Segura y Comarca de las Villas.
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Figura 6. Geografia del Parque Natural Sierras de Cazorla, Segura y las Villas. Fuente: UNESCO.

Comité espafiol del programa MaB, 2006. Instituto Geografico Nacional.

La amplia extensiéon del Parque Natural junto con la diversidad orografica y geografica que
lo caracterizan determinan una climatologia que destaca por su amplia variabilidad entre
diferentes puntos del espacio natural. El clima de esta zona es de cardcter continental, con
inviernos frios y en algunas zonas altas precipitaciones. Por el contrario, veranos calurosos

y secos.

Las condiciones ideales que presenta este espacio dan lugar a que este Parque Natural posea

la masa forestal mas grande de todo el pais y las mas rica de toda la cuenca mediterranea.
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Existen mas de 1.300 especies catalogadas, 24 son exclusivas de este territorio. Como
ejemplos significativos destacan la violeta (Viola cazorlensis) y el geranio de Cazorla
(Geranium cazorlense) y una singular planta carnivora, la Pinguicula vallisneriifolia. Por otro
lado, respecto a la fauna que se encuentra en el parque, existe una gran diversidad de
especies. Abundan las rapaces, y los mamiferos depredadores. En relacién con este trabajo,
la cabra montés (Capra pyrenaica) comparte territorio con otras especies cinegéticas como
el ciervo (Cervus elaphus), el gamo (Dama dama), el jabali (Sus scrofa) y el muflén (Ovis
orientalis musimon). Estas especies se encuentran en estado de semilibertad en algunos

espacios del Parque Natural (Junta de Andalucia, 2008).

Figura 7. Ciervo (Cervus elaphus) y Cabra montés (Capra Pyrenaica). Autores: Paloma Prieto

y Juan Monje.

Figura 8. Gamos (Dama dama)
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4.2 Analisis de laboratorio

4.2.1 Extraccion del ADN

El ADN gendmico se extrajo de codgulos de sangre conservadas en etanol al 70%, mediante

un kit comercia de la marca Canvax.

El protocolo de extraccién del ADN consiste en los siguientes pasos:

LA A

10.

Alicuotar 50 pl de sangre, eliminar etanol y dejar secar.

Afadir a la muestra 15 pl de Proteasa y 200 pul de Buffer BLY.

Pasar por el vortex e incubar a 55°C durante 10 minutos.

Afadir 200 pl de etanol (96-100%) y mezclar vigorosamente en el vortex.

Introducir la muestra con todos los reactivos en una Spin Column y centrifugar a
8000 rpm durante 1 minuto. Conservar el filtro y desechar el producto filtrado.
Afadir 500 ul de Buffer WB1 y centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto. Conservar
filtro y desechar el producto filtrado.

AfRadir 500 pl de tampdén WB2 y centrifugar a 8000 rpm durante 3 minutos.
Conservar el filtro y desechar el producto filtrado.

Centrifugar a maxima velocidad durante 1 minuto. Conservar filtro y desechar el
producto filtrado.

Colocar el filtro sobre un tubo de 1,5 mly afladir 100 pl de Buffer EB. Incubar durante
1 minuto a temperatura ambiente.

Centrifugar a 1300 rpm durante 1 minuto. Conservar el tubo con la extraccion y

desechar el filtro.
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4.2.2 Identificacion de patégenos mediante PCR (Reaccion en cadena de la

polimerasa)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de laboratorio utilizada para
amplificar secuencias de ADN (Mullis, 1990). Para llevar a cabo esta técnica se requiere la
presencia de ADN molde, cebadores, nucleétidos y ADN polimerasa. La ADN polimerasa es
la enzima que une los nucledtidos individuales para formar el producto de la PCR. Los
nucledtidos incluyen las cuatro bases: adenina, timina, citosina y guanina que se encuentran
en el ADN. Estos actian como los componentes basicos que utiliza la ADN polimerasa para
crear el producto de PCR resultante. Los cebadores de la reaccién especifican el producto
de ADN exacto que se va a amplificar. Los cebadores son fragmentos cortos de ADN con una
secuencia definida complementaria al ADN diana que se va a detectar y amplificar. Estos
sirven como un punto de extensidn para que la ADN polimerasa se desarrolle (Garibyan et

al., 2013).

En este trabajo se utilizo la técnica de PCR para identificar a los diferentes patdgenos. Todos
los ensayos incluyeron un control positivo y un control negativo. Las PCR se realizaron en un
volumen final de 20 pl: 15 pl de mdster mix y 5 pl de ADN. Las concentraciones de la mdster

mix fueron:

- 2 ul de Buffer

- 1,2 ul de MgCl,. 2.5mM  cofactor necesario para la correcta actividad de la enzima.
- 0,64 pl de dNTPs con concentracién 10 pmol/pl

- 0,64 pl de cada uno de los primers o cebadores con concentracion 10 pmol/ul

- 0,15 pl de ADN-Polimerasa. Se empleo la enzima BIOTAQ™ ADN-Polimerasa.

- 10,03 pl de H,0. Se anadié H,0O destilada para completar el volumen final de la

reaccion.
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Las condiciones de PCR y los primer utilizados para cada patdgeno se encuentran descritos

en las tablas 2 y 3:

Tabla 2. Primers utilizados para cada patdgeno.

Marca Género Gen
dor detectado diana
(acréni
mo)
BAB -Babesia sp 18S

-Theileria sp rRNA
EHR -Ehrlichia 16S
-Anaplasma rRNA

-Neorickettsia

Tabla 3. Condiciones de PCR.

Marcador

BAB :

EHR- -
NEORICKETTSIA -

Secuencia oligonucleétidos (5’-3’)

Forward Reverse Referencia

GYYTTGTAATTGGAA CCAAAGACTTTGATTT Herwald et al.,
TGATGG CTCTC (2003)

GGTACCYACAGAAG TAGCACTCATCGTTTA Parola et al.,
AAGTCC CAGC (2000)

Condiciones PCR
Desnaturalizacion durante 5 min a 94 °C
40 ciclos: 1 mina 94 °C, 1 mina 60 °C, 1 mina 72 °C
Elongacién final de 10 min a 72°C.
Desnaturalizaciéon durante 5 min a 95 °C
35 ciclos: 30sa94 °C,30sa55°C,90sa 72 °C

Elongacién final de 5 min a 72°C.
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4.2.3 Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa es una técnica empleada para separar fragmentos de

ADN y ARN en funcién de su tamafio (Ferri, 2014).

Las electroforesis se llevaron a cabo en cubetas horizontales, empleando como electrolito
TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA). Los geles se prepararon al 2,5% de agarosa utilizando RED-Safe
para su tincion (2,5 pl/100ml de gel). Para la visualizacién de los productos de PCR, se utilizé
un volumen de 5 pl de producto junto con un volumen equivalente de tampdn de carga. Las

muestras corrieron durante aproximadamente 30 minutos a 100V/h.
4.2.4 Estimas de prevalencia

Para la estima de la prevalencia se consideré el porcentaje de muestras positivas por PCR
(interpretada en geles de agarosa) para cada uno de los marcadores utilizados y para el
conjunto de las muestras. Posteriormente, se realizd un andlisis de chi-cuadrado para
comparar la prevalencia entre muestras de animales enfermos y de animales

aparentemente sanos utilizando Excel.
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4.2.5 Secuenciacidn Sanger de los productos PCR amplificados

La secuenciacién del ADN es un conjunto de métodos y técnicas para determinar el orden
de los nucledtidos (A, C, G, T) en un oligonucledtido de ADN. Los productos de PCR con
resultado positivo fueron enviados a Macorgen (Seul, Korea) para su secuenciacion
mediante el método de Sanger. Para la lectura, limpieza y alineamiento de las secuencias se

utilizé el programa MEGA-X (Kumar et al. 2018).

4.2.6 Analisis filogenéticos para la identificacion taxondmica de los

patégenos.

Una vez obtenidas las secuencias definitivas, se llevd a cabo un analisis de BLAST en GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) para llevar a cabo una exploracion inicial. Se
descargaron aquellas secuencias homdlogas que resultaron de interés por ser
representativas de los géneros identificados. Para los dos grupos de secuencias obtenidas y
descargadas, se obtuvieron arboles filogenéticos consensos con el programa MEGA-X,
obtenidos a partir de 1000 réplicas utilizando el modelo de mutacién General Time

Reversible con distribucion Gamma y 4 categorias.
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5. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el gel de agarosa para los marcadores BAB y EHR se muestran
en la tabla 4. La prevalencia estimada para el marcador BAB fue del 80%, mientras que para
el marcador EHR fue del 70%. El analisis de chi-cuadrado sugiere que no existen diferencias
significativas en la prevalencia de estos patdgenos entre los grupos de animales enfermos y
de animales aparentemente sanos (BAB p-valor =0,617; EHR p-valor =0,593). Cabe apuntar
gue 11 muestras (6 enfermos y 5 aparentemente sanos) resultaron positivas para los dos

marcadores.

Tabla 4. Resultados de la electroforesis en gel de agarosa.

ID ESPECIE RANGO SEXO ESTADO BAB GF2 EHR16SD/
MUESTRA EDAD GENERAL /BABGR2 EHR16SR
1 Ciervo Adulto Hembra muydelgado POSITIVO  POSITIVO
2 Gamo Joven Hembra muydelgado POSITIVO  POSITIVO
3 Cabra Subadulto Macho muydelgado NEGATIVO NEGATIVO
montés
4 Gamo Subadulto Macho muydelgado POSITIVO NEGATIVO
5 Gamo Subadulto  Hembra muydelgado POSITIVO NEGATIVO
6 Gamo Subadulto Hembra muydelgado POSITIVO NEGATIVO
7 Ciervo Adulto Hembra muy delgado POSITIVO  POSITIVO
8 Ciervo Adulto Macho muydelgado POSITIVO  POSITIVO
9 Ciervo Joven Hembra muydelgado POSITIVO  POSITIVO
10 Ciervo Subadulto Macho muydelgado POSITIVO  POSITIVO
11 Ciervo Subadulto Hembra Normal POSITIVO  POSITIVO
12 Ciervo Subadulto Hembra Normal POSITIVO  POSITIVO
13 Ciervo Subadulto Macho  Normal POSITIVO  NEGATIVO
14 Gamo Adulto Hembra Normal NEGATIVO POSITIVO
15 Gamo Adulto Macho Normal NEGATIVO POSITIVO
16 Gamo Adulto Hembra Normal NEGATIVO POSITIVO
17 Ciervo Adulto Hembra Normal POSITIVO  POSITIVO
18 Ciervo Adulto Hembra Normal POSITIVO  NEGATIVO
19 Gamo Subadulto  Macho  Normal POSITIVO  POSITIVO
20 Gamo Joven Hembra Normal POSITIVO  POSITIVO

No todas las muestras que resultaron positivas en el gel de agarosa produjeron secuencias
de buena calidad. De las 14 muestras positivas amplificadas con BAB obtuvimos fragmentos
de buena calidad para 7 de ellas. En cuanto al marcador EHR, de las 16 muestras obtuvimos
11 fragmentos con buena calidad. Sélo estos fragmentos pudieron ser considerados en los

siguientes anadlisis. Esto probablemente sucede porque la secuencias que se generaron
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fueron débiles o porque hubiera coinfeccidn por varios patégenos y esto genera problemas

a la hora de secuenciar mediante Sanger.

5.2 Identificacion de las secuencias obtenidas para el marcador BAB
El marcador BAB permitié generar un alineamiento de secuencias con 483 pares de bases.
El andlisis de BLAST en GenBank apunté a la presencia de especies del género Theileria en
todas las secuencias obtenidas. El arbol filogenético consenso obtenido para este marcador
se muestra en la figura 5. A través de este arbol podemos identificar que las muestras M2,
20, 4,6, 5 (Dama dama) y 10 (Cervus elaphus) corresponden a Theileria capreoli, la muestra
18 (Cervus elaphus) a T. OT3, y la muestra 9 (Cervus elaphus) a T. cervi. Las muestras M1y
M2 corresponden a muestras de ciervo positivo de babesia incluidos en el analisis.
Theileria capreoli (AY726011)

Muestra M2

91 |—————— Muestra 20 (Dama dama)

Muestra 4 (Dama dama)

Muestra 6 (Dama dama)

Muestra 5 (Dama dama)
63

Muestra 10 (Cervus elaphus)
Muestra 18 (Cervus elaphus)

—100|: Theileria sp. OT3 (KX273859)
Theileria luwenshuni (JX469516)

—64|: Theileria buffeli (U97051)

Theileria ovis (AY260172)

62

Theileria sp. MK (EU262482)
Theileria separata (AY260175)

—wl: Theileria sp. BM (GU733378)
Theileria cervi (HQ184406)

—99|: Muestra 9 (Cervus elaphus)

ol Theileria mutans (AF078815)

65

| Theileria uilenbergi (JF719835)

Theileria taurotragi(L19082)
{ Theileria lestoquardi (KJ024366)
Theileria annulata (KF429799)

Theileria bougasvlei (GU570997)

84

60 s6 |

Theileria parva (L02366)

Theileria velifera (AF097993)

Theileria annae (HM212628 )

Theileria bicornis (AF499604)

Theileria equi (AY534882)

Babesia bovis (JX495403)

Figura 9. Arbol filogenético de Theileria sp utilizando secuencias generadas mediante el

marcador BAB. Se incluye una secuencia de Babesia bovis como grupo externo.
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5.3 Identificacidn de las secuencias obtenidas para el marcador EHR
La secuenciacion con el marcador EHR permitié generar un alineamiento de secuencias con
296 pares de bases. El andlisis de BLAST en GenBank apuntd a la presencia de especies del
género Anaplasma. El arbol filogenético consenso obtenido para este marcador se muestra
en la figura 6. En esta ocasidon no tuvimos suficiente resolucién como para identificar la
especie de la mayoria de las muestras y sélo pudimos determinar con exactitud la muestra
2 (Dama dama) como infectada por la especie Anaplasma bovis. En cualquier caso, la
posicién que ocupan las diferentes muestras a lo largo del arbol sugiere que, al menos, tres

patdgenos distintos infecten estas muestras.
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Muestra 1 (Cervus elaphus)
Anaplasma platys (MN193068)
Muestra 11 (Cervus elaphus)
Ehrlichia canis (KT357376)
Anaplasma phagocytophilum (MK814412)
Anaplasma camelii (MT510533)
Muestra 15 (Dama dama)

Muestra 14 (Dama dama)

Muestra 8 (Cervus elaphus)

Muestra 9 (Cervus elaphus)

Muestra 20 (Dama dama)

Muestra 12 (Cervus elaphus)
Muestra 10 (Cervus elaphus)
Muestra 17 (Cervus elaphus)
Anaplasma capra (LC432126)
Anaplasma sika (LC002838)
Anaplasma centrale (MH588233)
Anaplasma ovis (MN266936)
Anaplasma marginale (MN266934)
Muestra 2 (Dama dama)

Anaplasma bovis (MK028574)
Ehrlichia muris (MN658723)

Ehrlichia chaffeensis (NR 074500)
Ehrlichia ruminantium (MT738235)
Ehrlichia ewingii (MN148616)
Wolbachia endosymbiont (AJ010275)
Neorickettsia helminthoeca (NHU12457)
Neorickettsia risticii (AF380257)
Neorickettsia sennetsu (NR 074386)

Figura 10. Arbol filogenético de Anaplasmataceae, con especial representacién de

Anaplasma sp, utilizando secuencias generadas mediante el marcador EHR.
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6. DISCUSION

6.1 Prevalencia

Aunque trabajo de fin de grado ha sido realizado con un nimero reducido de muestras, las
altas prevalencias detectadas, tanto en animales enfermos, como en animales
aparentemente sanos, confirman que los ungulados salvajes son un reservorio importante
para patégenos zoondticos transmitidos por garrapatas. Concretamente, encontramos unas
prevalencias muy altas tanto para el marcador BAB (80%) como para el marcador EHR (70%)
sin encontrar distincion entre animales enfermos y animales sanos. Incluso un 55% de las
muestras presentaron coinfeccion. Este hecho sucede debido a que los animales salvajes
grandes son clave en el mantenimiento de las poblaciones de garrapatas y éstas pueden
infectarse con varios patdgenos durante su ciclo de vida. Las interacciones entre los
diferentes patdégenos dentro del huésped vertebrado podria llevar a una mayor
susceptibilidad del individuo a otras infecciones. También podria conducir a una
modificacién de la patogénesis de cada microorganismo causando graves consecuencias
para los programas de gestion de enfermedades y la conservacion de la fauna (Pereira et al.,

2016).

Las altas prevalencias observadas tanto en animales sanos como en enfermos sugieren que
la simple presencia del patégeno no estd directamente relacionada con el desarrollo de Ia
enfermedad. La posibilidad de desarrollar la enfermedad depende en parte del sistema
inmunoldgico del animal y de la carga parasitaria, ya que puede ser baja o insuficiente para
manifestar sintomas. Por ello, seria interesante analizar, qué posibilidad tienen estos
pardsitos de causar eventos de mortalidad masiva al elevar su carga en situaciones en la que
los sistemas inmunes se ven especialmente deprimidos. Estas situaciones podrian darse en
periodos de altas densidades o en condiciones climaticas adversas, como periodos de
sequias o heladas, que pueden afectar al escenario epidemioldgico. Pudiera ser, que la
interaccion de los patdgenos detectados con factores ambientales u endégenos controlasen
la dinamica de estas poblaciones de ungulados en episodios concretos causando

mortalidades masivas.
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6.2 Patdgenos identificados

Este estudio, que tenia como objetivo detectar la presencia de agentes zoondticos
transmitidos por garrapatas en ungulados silvestres del Parque Natural Sierras de Cazorla,
Segura y las Villas, ha revelado la presencia de Theileria sp y Anaplasma sp en ciervos y

gamos.

Concretamente, las muestras analizadas fueron portadoras de Theileria capreoli, T. OT3, T.
cervi y Anaplasma bovis. Los patégenos encontrados se ajustan y coinciden en gran medida
con los resultados de trabajos previos realizados sobre poblaciones de ungulados. Uno de
los estudios se realizé sobre un total de 1.132 muestras de ungulados silvestres, incluidos
ciervo (n=578), jabali (n = 269), muflén (n = 135), gamo (n=121) y corzo (n = 29) que fueron
recolectados en 53 fincas de caza en el sur de Espaiia. En los rumiantes silvestres se detectd
la presencia de las especies Anaplasma phagocytophilum, Babesia divergens, Theileria sp.
OT3, Borrelia af zelii y Theileria capreoli (Diaz-Cao et al., 2021). El otro estudio se realizo
sobre una poblacién de ungulados distribuida por el centro y el sur de Portugal. El estudio
contaba con 141 muestras de sangre de ungulados silvestres, incluidos ciervos (n=73),
jabalis (n=65) y muflones (n=3). Se detectaron positivos de A. marginale, A. ovis, A. platys,
A. phagocytophilum, Theileria capreoli y T. OT3. Todas las muestras dieron negativo en
Babesia sp., B. burgdorferi (s.l.), Ehrlichia sp. y Rickettsia sp. (Pereira et al., 2016). Por otro
lado, un estudio previo encontré positivos de Babesia sp en corzos (Capreolus capreolus) de
este parque natural con prevalencias elevadas (Pelayo, 2017). Cabe preguntarse si el analisis

de muestras de corzo arrojaria resultados similares.

Theileria capreoli fue descrita en corzos en 1939 por Rukhlyadev y secuenciada a partir de
muestras de ciervo por Garcia-Sanmartin et al.,, (2007) (cédigo GenBank AY726011).
También se ha detectado T. capreoli en ciervos del sur de Espafia (Diaz-Cao et al., 2021) pero
con una prevalencia notablemente menor (0,3%) que el 43,8% detectado en Portugal

(Pereira et al., 2016).

Theileria OT3 ha sido previamente identifica en ungulados salvajes de Espana (Nagore et al.,
2004; Diaz-Cao et al., 2021) y de otros paises europeos (Pereira et al., 2016). Ademads, varios
estudios han encontrado esta especie en ovejas (Ovis orientalis aries) de Italia (Giangaspero
et al., 2014), Turquia y China (Tian et al., 2014). Esto permite hipotetizar la posible

circulacién de la especie en relacién con el movimiento del ganado (Giangaspero et al.,
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2014). En un estudio llevado a cabo en el norte d Espaiia, T. OT3 fue la segunda especie de
Theileria mas prevalente en ovejas (42,2%) después de T.0T1 (48,1%) (Nagore et al., 2004).
Se ha sugerido el posible papel de los cérvidos como reservorios asintomaticos de esta
especie, aunque aun no se ha demostrado completamente su patogenicidad para el ganado

(Remesar et al., 2019).

Por su parte, Theileria cervi es una especie que se considera no patdgena de rumiantes
silvestres (Inokuma et al., 2004) cuya enfermedad clinica ocurre en huéspedes debilitados

por otras cargas parasitarias o desnutricion (Chae et al., 1999).

En cuanto a Anaplasma Bovis, cabe decir que causa anaplasmosis tanto en rumiantes
domeésticos como salvajes. La infeccidn por A. bovis no es una zoonosis y puede aislarse de
bovinos con signos subclinicos como fiebre, linfadenopatia, depresién y condiciones
anormales (Ooshiro et al. 2008). Esta bacteria infecta a los monocitos y esta estrechamente
relacionada con A. phagocytophilum (Ybanez et al., 2014). Se ha notificado la infeccion con
A. bovis principalmente en ganado y garrapatas de Africa (Ooshiro et al. 2008) y en la vida
silvestre de Japdén y Corea (Kang et al., 2011). En estudios previos realizados en el norte de
Espafia ha sido detectada en corzos (Capreolus capreolus), pero en general se sabe poco
sobre la epidemiologia de este agente debido probablemente a su impacto limitado en la

medicina veterinaria (Garcia-Pérez et al., 2016).
6.3 Limitaciones y proyeccion futura

Pese a las altas prevalencias detectadas y al importante nimero de patégenos distintos
encontrados, este estudio se ha desarrollado con un modesto nimero de muestras. Con el
fin de diagnosticar mejor los patdgenos presentes en la comunidad de ungulados del Parque
Natural Sierras de Cazorla Segura y las Villas, seria interesante incrementar el tamafo
muestral, abarcar al resto de especies de ungulados (incluyendo muflones y jabalis) y a sus
potenciales vectores (analizar diferentes especies de garrapatas). Un mayor nimero de
muestras permitiria incorporar en los andlisis factores como la edad o el sexo de los

animales, probablemente relevantes desde el punto de vista de la respuesta inmune.

28



Deteccidn molecular de patégenos vinculados a anemia hemolitica en ungulados silvestres del Parque Natural
Sierras de Cazorla, Seguray las Villas.

Desde un punto de vista técnico, el tamafio de las secuencias generadas con el marcador
EHR no nos ha permitido identificar todas las especies de Anaplasma presentes. Seria
conveniente utilizar marcadores especificos de este género que permitieran un mejor

diagndstico, incluso en casos de coinfeccién.

Finalmente, seria interesante cuantificar la carga parasitaria de los animales analizados
mediante gPCR con el fin de evaluar si la carga parasitaria varia en funcién de su estado
general. Esto permitira evaluar mejor la posible relacidn de los patdgenos identificados en

este trabajo final de grado con los episodios de mortalidad detectados en ungulados.
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7. CONCLUSION

El presente estudio proporciona informacién sobre la presencia de Theileria capreoli, T. OT3,
T. cerviy Anaplasma bovis en ciervos y gamos del Parque Natural Sierras de Cazorla, Segura
y las Villas. Observando los resultados obtenidos podemos concluir que los ungulados
silvestres son portadores y reservorios importantes de estos patégenos, pero dado las altas
prevalencias observadas (tanto en animales sanos como en enfermos), no parece que sean
responsables directos o Unicos de los episodios de mortalidad detectados.
Alternativamente, la interaccién de estos patdgenos con factores ambientales u éndogenos

si podria ser determinante en la dindmica de las poblaciones estudiadas.

En cualquier caso, es necesario ampliar el estudio e investigar sobre la potencial
patogenicidad tanto de las diferentes especies de Theileria y Anaplasma como de otras
especies patdgenas que infectan a los ungulados silvestres, considerando en el analisis a sus

vectores las garrapatas.

Finalmente, el seguimiento epidemioldgico de la poblacidon permitiria establecer medidas
de gestidn, no dirigidas a la erradicacién de los patdgenos sino al control de su impacto y

gravedad en la poblacién de ungulados, en tanto que fuera necesario.
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