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INTRODUCCIO GENERAL

El sector bovi a Catalunya continua essent el tercer sector ramader més important per
darrere del porci i I'aviram tal i com s’observa amb les dades de I'Ultim cens agrari

publicat (figura 1).
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Figura 1. Distribucié del nombre d’unitats ramaderes (%) segons els sectors ramaders. Font:
Idescat.

Les dades més recents disponibles sén de I'any 2013, on es van comptabilitzar 12.078
explotacions ramaderes a Catalunya, de les quals 4.106 corresponen a explotacions
bovines (34%). Durant les ultimes decades el nombre d’explotacions totals ramaderes
ha anat disminuint, com a la resta de la UE, a causa d’'una modernitzacié del sector cap

a explotacions cada cop més competitives.

Catalunya representa un 4,3% en nombre d’explotacions bovines dins de I'Estat
espanyol, tot i que pel que fa a nombre d’animals és la quarta Comunitat Autdonoma en
importancia, amb un 10% del cens total de bovins a Espanya, per darrere de Castella i

Lled, Galicia i Extremadura.

Es pot dividir el sector bovi en tres subcategories: els vedells menors de 12 mesos

destinats a sacrifici (vedells d'engreix), les femelles de cria o reproductores d'aptitud



carnia i els bovins lleters. L'augment del cens catala és degut principalment a
I"'augment en el nombre de vedells d'engreix, com podem observar a la figura 2, ja que
és la part del subsector amb més animals. En canvi, el cens bovi dins el subsector de
'‘bovi lleter' i el de 'femelles de cria' d’aptitud carnia han anat decreixent durant els

ultims anys (figura 3).
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Figura 2. Cens bestiar bovi total a Catalunya i nombre de vedells d’engreix menors de 12
mesos destinats a sacrifici (en milers). Font: DARP
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Figura 3. Nombre de femelles bovines segons I'aptitud (en milers). Font: DARP



Dins de Catalunya, el nombre de caps bovins més elevat el trobem a la provincia de

Lleida, principalment en vedells d’engreix (figures 4 i 5). En quant a les vaques de

produccié lletera destaca primerament Girona, seguida de Lleida i Barcelona,

Tarragona pero ha disminuit drasticament la seva produccid lletera durant els ultims

anys (figura 6). En les vaques d’aptitud carnia, les provincies de Girona, Lleida i

Barcelona tenen un cens bastant similar (figura 7).
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Figura 4. Distribucié del nombre de caps bovins per demarcacions en unitats de caps de bestiar

i tant per cent (2013). Font: DARP.

Figura 5. Distribucié per demarcacions del nombre de vedells menors de 12 mesos destinats a
sacrifici en unitats de caps de bestiar i tant per cent (2013). Font: DARP.
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Figura 7. Distribucio de femelles parides d’aptitud carnia per demarcacions en unitats de caps

de bestiar i tant per cent (2013). Font: DARP.



Una de les alternatives a la ramaderia tradicional és la ramaderia ecologica, orientada
a millorar el benestar dels animals i obtenir una qualitat diferenciada. A Catalunya un
60% d'aquesta ramaderia correspon al ramat bovi i la majoria d’explotacions d’aquest

tipus les trobem a la zona de I’Alt Pirineu i I’Aran.

El bovi de lidia requereix un tractament diferent del bovi de carn. Es un tipus de ramat
molt important a Espanya perd amb una situacié delicada a Catalunya. D’una banda,
sén animals amb rusticitat i de cria en extensiu pero que tenen implicita una dificultat
en el maneig, amb un de cicle de produccid llarg i en explotacions generalment
familiars. | d’altra banda, gqliestions tant culturals com legislatives han causat una

disminucio de les explotacions ramaderes dedicades a la raca de Lidia.

Amb la finalitat de controlar i eradicar malalties d’importancia veterinaria i en Salut
Publica, anualment es realitzen les campanyes oficials de sanejament ramader. Durant
I’any 2009, la col-laboracié de la Unitat de Parasitologia del Departament de Sanitat i
d’Anatomia Animals (UAB) amb el laboratori de Sanitat Ramadera (LSR) de Barcelona,
va posar de manifest la presencia d’hemoparasitosis en algunes explotacions de
Catalunya. La manca d’informacié previa sobre dues malalties importants com sén
I'anaplasmosi i la babesiosi, va fer plantejar-nos I'opcié de realitzar un estudi sobre la

seva presencia i distribucid.

Per a l'estudi es van utilitzar sérums procedents de diferents campanyes de
sanejament entre el 2010 i 2011 mantinguts en col-leccid a -202C i degudament
etiquetats. Agquests sérums i la corresponent base de dades d’explotacions bovines,

van ser la font de mostres que es van utilitzar en I'estudi d’hemoparasits.

Posteriorment, també es va creure convenient ampliar I'estudi incloent la besnoitiosi
bovina, ja que tot i tractar-se d’'una malaltia emergent en paisos veins, encara no

s’havia realitzat cap estudi epidemiologic a Catalunya.

Per a una millor comprensio del treball realitzat, la present memoria de tesi doctoral
s’ha dividit en dos apartats. Una primera part tracta de l'estudi realitzat sobre la
prevalenca de I’Anaplasma spp. i la Babesia bigemina. La segona part, fa referencia als

estudis sobre Besnoitia besnoiti.
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OBJECTIUS

Amb la finalitat de contribuir a un millor coneixement de les malalties que afecten a la
poblacié bovina de Catalunya, es planteja el present treball, amb els objectius detallats

a continuacio:

1. Determinar la seroprevalenga de les hemoparasitosis causades per Anaplasma spp. i

Babesia bigemina en poblacions de bovins lleters, carnis i de lidia a Catalunya.

2. Coneixer la seroprevalenca a Catalunya de la besnoitiosi causada per Besnoitia

besnoiti en diferents poblacions bovines.

3. Estudiar, a partir de mostres d’escorxador, la relacid entre la preséncia de quists de

Besnoitia besnoiti i I'estat serologic dels animals mostrejats.
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I11. REVISIO DE L'ANAPLASMOSI BOVINA
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1. Presentacio general
1.1. Introduccié

L'anaplasmosi bovina és una malaltia transmesa principalment per paparres. L'agent
etiologic son les rickettsies del genere Anaplasma. L'especie més important per als
bovins és Anaplasma marginale, encara que hi ha altres espécies que també han estat

diagnosticades al nostre pais tant en bovins com a altres remugants.

Generalment, els animals que s'infecten sense una immunitat prévia, passen per un
qguadre clinic agut amb febre, anémia i ictericia. Si es recuperen, poden mantenir-se
infectats de per vida de manera subclinica. En els casos on la malaltia s'estabilitza de
manera endémica, els animals que es mantenen infectats resten immunitzats i actuen
com a hostes portadors, que son els que poden infectar les paparres i anar disseminant

la infeccid.

Factors com el canvi climatic han fet augmentar les temperatures durant els ultims
anys, el que pot causar alteracions en les poblacions d'artropodes. Els canvis en les
dinamiques poblacionals de les papares vectores de malalties com l|'anaplasmosi
podrien comportar alhora una alteracioé en la presentacio clinica de la malaltia. Per aixo
és important coneixer els factors claus tant de la malaltia com de la seva transmissio,

per a poder establir les mesures de vigilancia i control adients.

A Catalunya, no hi ha dades publicades sobre |'anaplasmosi bovina, de manera que
establir una base sobre la que estudiar la malaltia resulta molt important. Per aquest

motiu, els estudis epidemiologics sén el primer pas a seguir.

1.2. Historia

Es considera que una de les primeres descripcions d'Anaplasma es troba en els estudis
de Smith i Kilborne (1893) sobre la febre de Texas als Estats Units. En ells es menciona
la presencia de “punts marginals” intraeritrocitaris, encara que s'atribueixen a estadis

de Babesia bigemina.

15



L'any 1910 a Sud-africa, Theiler va descriure per primer cop que els cossos d'inclusio
puntiformes localitzats a la periferia dins I'eritrocit, eren els agents etiologics dels
guadres d’anémies observats en bovins. Els successius estudis de I'autor van acabar
demostrant que Anaplasma i Babesia corresponien a dos organismes separats, encara
que les coinfeccions fossin frequents. El nom, Anaplasma marginale, prové de la

manca de citoplasma i de la localitzacio periferica a I'eritrocit.

Theiler (1911) també va identificar una espécie menys patogena que tenia una

disposicid més central dins I'eritrocit, a la que va anomenar Anaplasma centrale.
L'any 1926, Darlington va reconeixer per primer cop la malaltia al continent america.

La primera descripcid d'anaplasmosi bovina a I'Estat espanyol va ser per Garcia (1934)

a Sevilla.

Espafia et al. (1959) mitjancant estudis amb microscopia electronica i de contrast de
fases van descriure I'organisme com un protozou. Encara que finalment, A. marginale
va ser classificat com a |'espécie representativa del genere Anaplasma, dins I'ordre de
les rickettsies (Ristic i Kreier, 1974). Des de llavors, |'anaplasmosi bovina va ser
ampliament reconeguda arreu del Vell Mén sobretot en les zones tropicals i

subtropicals.

Finalment, Dumler et al. (2001) va reclassificar les families Rickettsiaceae i
Anaplasmataceae, mitjangant a estudis moleculars, en la classificacié taxonomica

utilitzada en l'actualitat.

*Estudis citats per Cordero del Campillo (1963), Ristic (1977), Kocan et al. (2010) i Pohl
(2013).
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1.3. Importancia economica

La importancia econdmica de l'anaplasmosi bovina es deriva de la pérdua de
produccions, avortaments i els casos de mortalitat que puguin apareixer a |'explotacié.
En els paisos on I'anaplasmosi és endémica, a les despeses anteriors, hi ha que afegir
les de farmacs terapeutics, vacunes i tractaments insecticides i acaricides per a la lluita

contra els vectors.

L'anaplasmosi bovina es troba inclosa dins les malalties transmissibles dels bovins del
Codi Sanitari per als animals terrestres 2014 de I'Oficina Internacional d'Epizooties (OIE

2014).

La importancia en Salut Publica de I'anaplasmosi és deguda a Anaplasma
phagocytophilum. Fins a |'actualitat, cap altre espécie d'Anaplasma s'ha descrit com a

zooantroponotica.

1.4. Els parasits
1.4.1. Classificacié taxonomica

Segons I'estudi de Dumler et al. (2001), A. marginale pertany al phylum Proteobacteria,
classe Alphaproteobacteria, ordre Rickettiales. La classificacié dins l'ordre de les
rickéttsies es mostra en la taula 1. Els organismes van ser classificats segons els estudis

moleculars dels gens 16S rRNA i groESL, i les proteines principals de superficie (MSP).

17



Taula 1. Classificacié taxonomica de I'ordre Rickettsiales, segons Dumler et al. (2001).

] Familia Rickettsiaceae
Génere Rickettsia
Génere Orientia

| Familia Anaplasmataceae

Genere Anaplasma
Anaplasma marginale
Anaplasma centrale
Anaplasma ovis
Anaplasma bovis
Anaplasma phagocytophilum
Anaplasma platys
Aegyptianella

Genere Ehrlichia

Genere Neorickettsia

Genere Wolbachia

Els organismes classificats en la familia Rickettsiaceae (géneres Rickettsia i Orientia)
son bacteries intracel-lulars obligades que es multipliquen lliurement dins el
citoplasma de les cél-lules hostes. Mentre que els organismes agrupats en la familia
Anaplasmataceae, tot i que també sén organismes intracel-lulars obligats, es troben

dins de vacuols formats a partir de la membrana de les cél-lules infectades.

La taula 2 mostra de manera resumida les espécies d'Anaplasma amb interes per als
remugants domestics, esmentant la malaltia i altres hostes on s'han descrit. Els vectors
gue s'inclouen, corresponen a les espécies de paparres on s'ha descrit la preséncia de
I'organisme, i segons els autors es consideren vectors potencials encara que no s'hagi
demostrat la transmissié biologica. Tanmateix, molts estudis s'han realitzat als Estats
Units i depenent de la zona geografica els vectors podrien ser diferents (de la Fuente

et al., 2003; Scoles et al., 2006).
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Taula 2. Espécies d'Anaplasma d'interés en els remugants domestics.

Agent etiologic Malaltia Hoste Vector
A. marginale Anaplasmosi bovina | Remugants Ixodes ricinus,
Ixodes persulcatus,
Rhipicephalus sanguineus,
Rhipicephalus bursa,
Rhipicephalus (Boophilus)
annulatus,
Rhipicephalus turanicus,
Hyyalomma m. marginatum,
Haemaphysalis punctata7,
Dermacentor marginatus’,
Argas persicus,
Ornithodoros lahorensis®
A. phagocytophilum | Febre transmesa per | Ovins I ricinus, I. persulcatus,
paparres I triangtlllziceps, R. sanguineus,
Febre de pastura Bovins, R. bursa™, Rhipicephalus
cérvols, pusillus, ,
. Haemaphysalis punctata®,
bisons, o .1
Haemaphysalis inermis’,
cabres Haemaphysalis concinnd’,
salvatges Hyalomma m. marginatum3,
Anaplasmosi Humans Hyalomma lusitanicum®,
granulocitica Dermacentor marginatus®
humana
Anaplasmosi Equins,
granulocitica equina | llames,
rosegadors
Anaplasmosi Canins
granulocitica canina
A. centrale Anaplasmosi bovina | Bovins I ricinus, I. persulcatus,
R. sanguineus, R. bursa,
R. annulatus,
Haemaphysalis sp.5
A. bovis Anaplasmosi Bovins, petits | Hyalomma anatolicum
mononuclear o mamifers excavatum, R. sanguineus,
agranulocitica R. turanicus, .
bovina Haemaphysalis sp.
A. ovis Anaplasmosi ovina Remugants R. bursa,
domeéstics i Dermacentor sp.s
silvestres

Font: Kocan et al. (2004) i EFSA (2010). *Merino et al. (2005), *Barandika et al. (2008), *Naranjo
et al. (2006), “Toledo et al. (2009), *Rymaszewska i Grenda (2008), *OIE (2012), "de la Fuente et
al. (2005a).
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1.4.2. Espécies d'Anaplasma d'interés en remugants
1.4.2.1. Anaplasma marginale

Es considera I'espécie més important en el bovi (Torina et al., 2008a) i és per tant en la

que se centrara la present revisio.

L'eritrocit és I'Gnica cel-lula de I'hoste vertebrat on esta descrit que es troba A.

marginale.

La distribucid geografica d'A. marginale la trobem en les zones tropicals i subtropicals, i

també en algunes zones temperades.

Estudis europeus realitzats en zones on coexisteixen diferents espécies d'anaplames,
mostren que els bovins sén els hostes principals d'A. marginale (Hornok et al., 2007;

Torina et al., 2008a, 2008b, 2009).

S'han descrit infeccions apatogenes en ovelles i cabres aixi com en d'altres remugants
silvestres com el bufal d'aigua (Bubalus bubalis), bis6 america (Bison bison), diferents
espécies de cervids (Odocoileus spp., Cervus elaphus) o diversos antilops africans entre

d'altres (Kuttler, 1984; de la Fuente et al., 2004a; Torina et al., 2012).

Les espéecies de remugants silvestres poden actuar com a reservoris per als animals
domeéstics, jugant un paper important en la epidemiologia especialment aquelles zones
en extensiu, ja que podrien compartir vectors (Kuttler, 1984; Chomel et al., 1994; de la

Fuente et al., 2004b, 2005a, 2005b; Portillo et al., 2011).

1.4.2.2. Anaplasma phagocytophilum

En aquesta especie també s'agrupen els organismes anteriorment classificats com
Ehrlichia equi, Ehrlichia phagocytophila i I'agent causal de I'ehrlichiosi granulocitica
humana (HGE). Actualment es considera que pot estar present arreu del mén, encara

que la distribucié depeéen de la preséncia de les paparres vectores.

Durant el seu cicle infecta leucocits granulocitics, monocits i macrofags tissulars.

20



A. phagocytophilum es troba localitzat principalment en les arees on es presenta
Ixodes ricinus, el seu vector principal (Scharf et al., 2011). A la Peninsula Ibérica,

principalment es troba al Pais Basc (Barandika et al., 2008).

En quant a hostes, s’ha descrit en remugants domeéstics, équids, gossos, cérvols (Cervus
elaphus), cabirols (Capreolus capreolus), petits mamifers i aus (de la Fuente et al.,
2005b; Naranjo et al., 2006; Amusategui et al., 2006 i 2008; Barandika et al., 2007;
Torina et al., 2009).

1.4.2.3. Anaplasma centrale

Es considera relativament benigne, afecta principalment a bovins i la seva viruléncia és
clarament inferior a A. marginale (de Vos, 1991). Aquesta espécie també ha estat

descrita Unicament en eritrocits en I'hoste vertebrat.

A. centrale té una distribucié cosmopolita (Inokuma et al., 2001). A Italia s'ha descrit el
primer cas clinic d'anaplasmosi bovina causada per A. centrale a Europa (Carelli et al.,
2008; Ceci et al., 2008). A la Peninsula Ibérica, també s'ha detectat en cérvols (Cervus

elaphus) (Portillo et al., 2011).

1.4.2.4. Anaplasma ovis

Es I'espécie que afecta als eritrocits de petits remugants domestics i silvestres com ara
cabirols (Capreolus capreolus) i el muflé canadenc (Ovis canadensis) (de la Fuente et al.,
2006a i 2008a). Experimentalment els cérvols també en serien susceptibles (Zaugg et

al., 1996).

Tot i que s'ha descrit aquest agent en una Ixodes ricinus sobre un bovi (Hornok et al.,
2012), es considera que el patogen no estableix una infeccidé persistent en bovins ja
gue no son susceptibles (Kocan et al., 2004). En estudis realitzats a Italia on s'han
detectat diverses espécies d'Anaplasma en la mateixa regio, els bovins analitzats no

han mostrat infeccio a A. ovis en cap cas (Torina et al., 2008a, 2008b).
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A Europa trobem referencies de deteccions d'A.ovis a Italia, Hongria i Turquia (de la

Fuente et al., 2005a; Hornok et al., 2007; EFSA, 2010).

1.4.3. Morfologia

Els anaplasmes sén organismes puntiformes gram negatius. En I'hoste vertebrat es
troben dins els eritrocits amb una mesura entre 0,2-1 um. S'agrupen en cossos
d’inclusié localitzats en els marges de la cel-lula. Mitjancant la microscopia electronica,
es pot identificar que un cos d’inclusié esta format per entre 4-8 subunitats o cossos

inicials, de 0,3-0,4 um de diametre cadascuna englobades dins d'un vacuol parasitofor.

En el vector, existeixen dos morfotipus d'Anaplasma, la forma reticulada i la forma
densa (Kocan et al., 2010). La forma reticulada (o vegetativa) es troba dins de vacuols
formant colonies intracel-lulars en diferents teixits. Es multipliquen per fissié binaria
simple i poden arribar a agregar-se centenars d’organismes en una mateixa colonia. La
forma densa és la fase seglient a la forma reticulada, més arrodonida i amb una
mesura similar de 0,5 i 0,8 um. Se I'anomena forma “densa” per que conté una
distribucié més uniforme i compacta dels ribosomes i les fibril-les de DNA no resulten
visibles (Kocan et al., 2004). Aquesta ultima forma és la infectiva per als vertebrats i a

diferencia de la forma reticulada previa, pot sobreviure extracel-lularment en el vector.

1.4.4. Distribuci6 geografica

L'anaplasmosi bovina es troba present en les zones tropicals, subtropicals i
temperades d'arreu del mén. S'ha descrit al continent america, sud d’Europa, Africa,
Asia i també al nord d’Australia (Aubry i Geale, 2011). El moviment d’animals infectats
és una de les principals causes de dispersié de la malaltia (Kocan et al, 2009).
L'establiment de la malaltia depén de les caracteristiques propies de cada zona

(Guglielmone, 1995).

A Europa, A. marginale es troba principalment en les regions proximes al Mediterrani

tant en animals domeéstics com silvestres. A més d'Espanya, s’ha descrit a Austria
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(Baumgartner et al., 1992), Suissa (Hofmann-Lehmann et al., 2004) i Italia (Ceci i Carelli,
1999; Cringoli et al., 2002; de la Fuente et al., 2005a). En aquest ultim cas, alguns
autors consideren que podria estar en expansid degut a I'augment en el nombre de

casos (Torina i Caracappa, 2007).

Els casos d’anaplasmosi bovina a Espanya inicialment es trobaven descrits a les regions
de la meitat sud del pais (Cordero del Campillo, 1963). Més recentment s'han descrit la
presencia d’anaplasmes a Castella la Manxa, tant en animals domeéstics com silvestres
(de la Fuente et al.,, 2004a, 2004b, 2005a; Naranjo et al., 2006). A la resta de la
Peninsula destaquen altres anaplasmes com A. phagocytophilum (Garcia-Pérez et al.,
2003; Oporto et al., 2003; Merino et al., 2005; Portillo et al., 2005; Amusategui et al.,
2006; Barandika et al., 2008; Toledo et al., 2009).

1.5. Els vectors

Les paparres actuen com a vectors biologics de les diferents especies d'Anaplasma.
Unes vint espécies de paparres han estat considerades com a vectores arreu del moén,
principalment ixodids, encara que alguns argasids com Argas o Ornithodoros també

s'han descrit com a vectors potencials (Kocan et al., 2004).

De les especies de paparres que poden actuar com a vectores, a Catalunya se n'han
descrit menys d'una desena (Estrada-Pefia et al., 1995; Estrada-Pefia, 2000). Entre els
ixodids trobem Dermacentor marginatus, Haemaphysalis inermis, H. punctata, H.
sulcata, Ixodes ricinus, Rhipicephalus bursa, R. sanguineus i R. turanicus. | dels argasids,

Argas persicus.

Entre els ixodids descrits trobem paparres de dos hostes com R. bursa. En aquesta
especie, les formes immadures (larves i nimfes) s'alimenten en el mateix hoste, cauen
de I'hoste en fase de nimfa, muden a l'estadi adult i tornen a pujar a un altre hoste. Els
estadis adults es poden trobar freqlientment ungulats i en la mateixa espécie animal
poden trobar-se totes les fases de la paparra (monotropa). Sén paparres adaptades als
habitats de climes mediterranis, en zones de pastures de graminies i poc freqiients en

zones boscoses (Manilla, 1998).
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La resta d'ixodids son de tres hostes, on cada fase de la paparra puja a un hoste,
realitza la ingesta de sang, cau a terra, muda a la seglient fase i torna a pujar a un altre
hoste fins arribar a la fase adulta i realitzar la posta en el terra. Encara que R.
sanguineus ha estat descrita com a vector, la importancia a la nostra zona en la
transmissié d'A. marginale es desconeix ja que es tracta d'una espécie on I'hoste
principal és el gos i ocasionalment afectaria a altres hostes. R. turanicus és una espécie
que afecta freqlientment a bovins i les fases immadures solen trobar-se en hostes com
petits mamifers (ditropa). Les especies Haemaphysalis inermis i Ixodes ricinus sén
paparres que depenen d'un grau d'humitat constant per a la supervivencia (Manilla,
1998; Dantas-Torres i Otranto, 2013), el que fa que a Catalunya la seva distribucié es
trobi limitada a les regions més al nord, encara que en quant a hostes, s'han descrit en
un ampli rang de mamifers domestics i silvestres. En canvi H. punctata i H. sulcata es
troben més distribuits arreu del territori, especialment per zones amb vegetacid
arbustiva i graminies. D. marginatus es troba també distribuida arreu del territori, en
zones boscoses i de vegetacié arbustiva on els adults s'alimenten d'ungulats domestics

i silvestres. i

El paper de les paparres argasides probablement no sigui gaire important en la
transmissid d'A. marginale, ja que A. persicus és una paparra endofila que
principalment afecta a gallines i els resultats en la transmissié van resultar variables

(segons Kocan et al., 2004).

Diverses especies de dipters hematofags com tavecs (Tabanus spp.) i mosques
picadores (Stomoxys calcitrans i Haematobia irritans) podrien actuar com a
transmissors mecanics d’A. marginale (Foil, 1989; Potgieter i Stoltsz, 2004; Hornok et

al., 2008; Baldacchino et al., 2013).

1.6. Cicle biologic

La paparra que actua com a vector s'infecta quan ingereix eritrocits amb els cossos
d’inclusié d’A. marginale. Mitjancant I'adhesina MSP1a, I'anaplasma entra en contacte

a la membrana de les cél-lules intestinals de la paparra i s’hi adhereix.
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Segons s’ha observat en estudis in vitro, la ceél-lula hoste emet unes projeccions de la
membrana cel-lular que engloben I'anaplasma i mitjangant un procés d’endocitosi
queda finalment internalitzat en un vacuol. Dins aquest vacuol, Anaplasma passa a la
seva forma reticulada. En aquesta forma, es multiplica per fissié binaria formant
colonies a les 48 hores de I'exposicié cel-lular al patogen (Kocan et al., 2004).
Inicialment, les cel-lules diana sén les céel-lules epitelials i musculars de l'intesti de la
paparra, encara que també poden trobar-se en les cél-lules dels tubuls de Malpighi,
fibres musculars, I'aparell reproductor i glandules salivals, on també es multipliquen
(Ge et al., 1996). Kocan et al. (2004) va observar unes colonies dins les cel-lules
intestinals que mesuraven de 4-10 um i més petites, de 1-2 um, a les glandules salivals.
Als tres dies de la invasio cel-lular, les formes reticulades es transformen en formes
denses, que son les formes infectives (Kocan, 1995). Cap al quart dia, la membrana del
vacuol que envolta la colonia es fusiona amb la membrana cel-lular, permetent
Ialliberament de les formes denses sense lesionar la cel-lula hoste. Les formes denses
alliberades poden envair de nou altres cél-lules de I'hoste, en les que es poden formar
més de cinc coldnies per cél-lula. Dins les cél-lules hostes, tornen a passar a la forma
reticulada, es multipliquen i s’alliberen altre cop en la forma densa (Pruneau et al.,
2014). Finalment, quan la paparra pica per ingerir sang, inocula la forma densa de

I’'anaplasma que es troba a les glandules salivals a I'hoste vertebrat (Kocan et al., 2004).

Un cop en el bovi, la invasio cel-lular s’inicia per I'adhesié mitjancant de la forma densa
a la membrana cel-lular de I'eritrocit. En aquest procés hi intervenen les adhesines
MSP1a i MSP1b (de la Fuente et al., 2001a i 2003). Posteriorment a l'adhesio, es
produeix I'endocitosi junt formant un vacuol parasitofor amb la propia membrana de
I’eritrocit. En aquest vacuol es multipliquen per fissid binaria fins a formar de 4 a 8
cossos inicials per cel-lula infectada i s'alliberen per exocitosi. En aquest punt,
s’estableixen cicles de mort eritrocitaria, infeccid i proliferacid dels anaplasmes en
nous eritrocits alhora d’'un procés d’evasié del sistema immune mitjancant el canvi

d'unes determinades proteines de superficie del patogen.
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2. Epidemiologia i transmissio

2.1. Estabilitat i inestabilitat enzootica

En les malalties transmeses per paparres, un dels factors més importants en la seva
epidemiologia és la relacié que s'estableix entre I'hoste vertebrat, el patogen i els seus

vectors.

L'establiment de la immunitat efectiva en la poblacié depén de diversos factors (veure
punt 4.2. resisténcia natural). Si la majoria de la poblacié és immune a la malaltia, es
ddna una situacié d'estabilitat enzootica (o endémica) on no hi ha casos clinics pero el
patogen es troba disseminat per la poblacié. En canvi, la inestabilitat implica que una

part de la poblacié no esta immunitzada i presenta el risc d'emmalaltir.

Aquest concepte d'estabilitat enzootica va ser descrit inicialment per a malalties com
la babesiosi pero les similituds epidemiologiques fan que pugui ser utilitzat també per
a I'anaplasmosi (Guglielmone i Mangold, 1987). L'establiment i el desenvolupament de
I'estabilitat enzootica sera més profundament explicat en la corresponent revisié de

Babesia (pagina 67).

2.2. Vies d'infeccio de I'hoste vertebrat

En A. marginale s'han descrit diferents vies de transmissié de la infeccid cap als hostes

vertebrats, les quals son comentades a continuacio.

2.2.1. Transmissio biologica

Aquesta via de transmissidé es considera la més freqlient. Scoles et al. (2005a) van
descriure que la transmissid biologica per paparres es el doble d'eficient que la
transmissid mecanica per Stomoxys calcitrans, ja que a més, permet la replicacié i la
persisténcia del patogen. Implica la ingestio dels eritrocits infectats per les paparres

vectores, la proliferacié del patogen dins la paparra i la seva posterior inoculacid.

26



La transmissid en les paparres es déna per via intraestadial (durant la mateixa fase
evolutiva de la paparra) o transestadial (d’una fase a una altra, com ara de nimfa a
adult) com a metodes més comuns. Diversos autors destaquen el paper dels mascles
en la transmissié (intraestadial) del patogen (Zaugg et al., 1986; Kocan, 1995). Segons
Kocan et al. (2000), els mascles s'infecten després en un curt periode d'ingestid i poden

transmetre la infeccio en altres animals.

En el cas d'A. marginale no s’ha descrit la via transovarica (pas de la infeccié de la
femella als ous) i per tant, la persisténcia de la infecci6 en I'hoste vertebrat és

fonamental per a la transmissio del patogen (Kocan et al., 2004; Sudrez i Noh, 2011).

L'estudi de Kocan i de la Fuente (2003) va demostrar que la transmissié per co-feeding

no era possible entre adults de Dermacentor variabilis.

2.2.2. Transmissio mecanica

La transmissid mecanica es produeix quan no es déna cap procés d’amplificacido o
multiplicacié de I'agent patogen. En aquest cas, els eritrocits infectats son transmesos
des dels bovins infectats cap a d’altres bovins susceptibles a través de d’insectes

picadors o per material contaminat (via iatrogénica).

Alguns autors suggereixen que en les condicions on no és factible la transmissid per
paparres, la transmissié a través d’insectes hematofags podria esdevenir la via més
important (Foil, 1989; de la Fuente et al, 2001b). De la Fuente et al. (2001c) van
demostrar que determinats aillats d’A. marginale no resultaven infectius o
transmissibles per paparres, perd que en canvi, els aillats es trobaven presents en
condicions de camp, suggerint altres vies possibles. També podria esdevenir important
en el cas que les poblacions de paparres vectores fossin limitades o inexistents, degut a
tractaments acaricides o per canvis climatologics (Figueroa et al., 1998; Coronado,
2001; Kocan et al., 2009). No es descarta que la transmissid biologica i mecanica es

donin de manera simultania.
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Algunes especies de tavecs com Tabanus sulcifrons, T. lineola, T. fuscicostatus, T.
mularis i T. pallidescens, almenys experimentalment, poden transmetre I'anaplasma
(Foil, 1989). Probablement els tavecs siguin els dipters més importants, tant per la seva
major capacitat de vol com per les dimensions de I'aparell picador on poden quedar
més restes de sang en comparacié amb altres dipters hematofags (Scoles et al., 2008a).
De la Fuente et al. (2005b) van considerar que Atyotus loewianus i Tabanus nemoralis
podrien jugar un paper en la transmissié entre el cicle domeéstic i el silvestre a I'Estat

espanyol.

El paper com a vectors dels dipters hematofags en infeccions naturals encara es
desconeix. En els estudis experimentals de Scoles et al. (2005a i 2008a) entre paparres
del génere Dermacentor i dipters com S. calcitrans i T. fuscicostatus, no es va detectar
transmissié quan els dipters eren alimentats en hostes en la fase de rickettsémia,
mentre que les paparres alimentades en hostes en fase de persistencia van infectar el
100% dels bovins. La variabilitat en la transmissié fa que la importancia dels dipters

com a vectors pugui ser diferent segons les caracteristiques de cada regié (OIE, 2012).

Alguns autors han suggerit I'eventual paper que polls anoplurs (Linognathus vituli)

poden desenvolupar en la disseminacié de la malaltia (Hornok et al., 2010).

En el cas de la transmissid iatrogenica, es considera que la transmissié per material
contaminat amb sang infectada, com ara agulles hipodérmiques, podria representar
una via de disseminacié dins d’un mateix ramat (Rodriguez-Vivas et al., 2004; de la
Fuente et al., 2005b; Reinbold et al., 2010a), perd es considera poc viable en el cas de
diferents explotacions. A més a més, es desconeix el nombre d’animals que poden
infectar-se successivament aixi com les probabilitats d’infeccido en nivells de

rickettsemia baixos (Kocan et al., 2000; Aubry i Geale, 2011).
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2.2.3. Transmissio transplacentaria

La transmissié transplacentaria d’Anaplasma ha estat descrita en qualsevol moment de
la gestacié (Bock et al., 2003; Afez-Rojas et al, 2010; Maldonado et al., 2012;

Gonzdlez-Grau et al., 2013).

Potgieter i Van Rensburg (1987) van detectar, mitjangant tecniques d’aglutinacié en
targeta que un 15,6% dels vedells nascuts de mares infectades presentaven Anaplasma.
En el mateix estudi, el doble de vedells van néixer infectats quan la mare estava en
fase de rickettsémia en comparacié a les mares en fase de persistencia. Més
recentment, Maldonado et al. (2012) detecten per PCR un 20,7% de vedells infectats

nascuts de mares infectades.

Segons Kocan et al. (2003) aquesta via podria ser especialment important en algunes
regions. Especialment els vedells nascuts de mares infectades, ja que neixen sense
signes clinics destacables, actuant com a portadors (Potgieter i Van Rensburg, 1987;

Afiez-Rojas et al., 2010).

2.3. Estudis de prevalenga

Tradicionalment es considera que I'anaplasmosi bovina es troba en les zones tropicals i

subtropicals encara que també s’han descrit casos a les zones temperades.

A la taula 3 es presenten alguns dels estudis epidemioldgics d'A. marginale realitzats,

presentats segons la técnica diagnostica utilitzada.
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Taula 3. Resum dels resultats (% positius) dels estudis epidemiologics publicats per a A.

marginale.
Localitzacié Teécnica Referencia
*ELISAc | Altres | Tecn. CAT IFI
ELISA molec.
© Espanya 61 20 De la Fuente et al.,
© | (Ciudad Real) 2005b
o Hongria 80,8 Hornok et al., 2008
Italia 0-3,2 Georges et al., 2001
Italia 60,9 Cringoli et al., 2002
Italia 86-88 Tassi et al., 2002
Italia 62-100 De la Fuente et al.,
2005c
Italia 57,2 9,8 Torina et al., 2007a
Italia 55,3 15,8 Torina et al., 2007b
Italia 26,7- Torina et al., 2008a
36,3
Italia 57 40-60 Torina et al., 2008b
Italia 18,1 Cecietal, 2014
Suissa 56 Hofmann-Lehmann et
al., 2004
Suissa 0 Dreher et al., 2005b
© Angola 38 Kubelova et al., 2012
’;E Marroc 8,8 Sahibi et al., 1998
Marroc 16,5 21,9 Ait Hamou et al.,2012
Mogambic 63 Alfredo et al., 2005
Mogcambic 26 Marufu et al., 2010
Mogambic 76,5 Tembue et al.,, 2011a
Nigéria 79,4 | AjayiiDipeolu, 1986
Sud Africa 98,6 Dreyer et al., 1998
Sud Africa 86 60 Mtshali et al., 2007
Sudan 38,9 Salih et al., 2009
Sudan 6,1 Awad et al., 2011
Sudan 40-50 Malak et al., 2012
Tanzania 20-37 Swai et al., 2005
Zambia 41-77 Simuunza et al., 2011
@ | India 48,7 Ashuma et al., 2013
& | Israel 94 78 Molad et al., 2006
Pakistan 31 Atif et al., 2013
Sumatra 82 Payne et al., 1988
Turquia 55,3 Birdane et al., 2006
Vietham 28 Geurden et al., 2008
© Bolivia 20,5 Carnique-Mas et al.,
S 2000
£ | Brasil 76,1 Yoshirae et al., 2003
Brasil 97 94,8 Barros et al., 2005
Brasil 68,3 Guedes et al., 2008
Brasil 20-60 Barbosa-da Silva i da
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Fonseca, 2013

Brasil 15 de Mendoncga-Costa et
al.,, 2013

Brasil 63 Souza Amorim et al.,
2014

Carib 80 Knowles i Montrose,
1982

Carib 1-71 Camus i Montenegro-
James, 1994

Costa Rica 57 Pérez et al., 1994

Costa Rica 37,2 Oliveira et al., 2011

Costa Rica 87,5 59,1 56,9 Shebish et al., 2012

Guatemala | 87,5 Teglas et al., 2005

Mexic 22 Teclaw et al., 1985

Mexic 69,2 Cossio-Bayugar et al.,
1997

Mexic 69,7 Rodriguez-Vivas et al.,
2004

Puerto Rico | 27,4 Urdaz-Rodriguez et al.,
2009

USA 4,27- Hugh-Jones et al., 1988

5,64

USA 15,7 Coetzee et al., 2010

USA 15,2 Hairgrove et al., 2014

Venecuela 22,4 | Meléndezi Forlano,
1997

Venecuela 95,4 | Diazetal., 2003

‘ ‘ Australia ‘ ‘ ‘ ‘ 38,4 ‘ ‘ Sserugga et al., 2003

Tecn. molec.: analisi per tecniques moleculars.

* Degut a la freqUiéncia d'Us de I'ELISA de competicid, aquesta técnica es presenta a la taula
separat d'altres ELISA.

3. Patogeéniai clinica
3.1. Hemolisi i anémia

En I'hoste vertebrat, A. marginale Unicament infecta els eritrocits. La patogenia de la
malaltia es deriva doncs de la fagocitosi que es déna a la melsa i el fetge per part del
sistema mononuclear fagocitari, que causa l'eliminacié dels eritrocits infectats i

I'aparicié de I'anemia (Mahan, 2003).
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3.2. Quadre clinic i lesions

L'aparicid dels signes clinics i la seva gravetat varia de manera important depenent de

la forma clinica.

Segons la dosi infectiva, el periode d'incubacié varia entre 7-60 dies (Kocan et al.,
2003). A partir d'aquest moment, la rickettsemia s’incrementa de manera exponencial
i s'inicia la fase aguda de la malaltia. Coincidint amb el pic de rickettseémia cap a les
dues setmanes, apareix |'hipertéermia (40-419C). En aquesta fase, un 10-90% dels
eritrocits poden esdevenir infectats depenent de la susceptibilitat de I'hoste i la soca
d'A. marginale (Aubry i Geale, 2011). Tanmateix, es considera que almenys un 15%
dels eritrocits han d’estar infectats per a que hi hagi manifestacions cliniques

(Radostits et al., 2007).

El signe clinic principal és I'anemia hemolitica extravascular. Sol estar acompanyada
per ictericia, perd sense hemoglobinuria ni hemoglobinemia, a diferéncia de les
babesiosis (de la Fuente et al., 2001c; Potgieter i Stoltsz, 2004). El valor de I'hematocrit

pot arribar a disminuir per sota del 20%.

Els signes generals que es poden observar durant aquesta fase sén debilitat, anorexia,
letargia, deshidratacid, incoordinacido motora, taquicardia i taquipnea. En les femelles
pot haver-hi disminucié de la produccid lletera i avortaments. En els mascles s'ha

descrit una infertilitat temporal (Mahan, 2003; Aubry i Geale, 2011).

Durant la fase d'hemolisi el pronostic pot ser greu en els bovins adults (mortalitat de

fins a 50-60%), en canvi en els joves la recuperacié és més freqiient.

Si els animals sobreviuen de la fase aguda, es recuperen progressivament i
desenvolupen la fase de persistencia de la malaltia. Aquests bovins no arriben a
eliminar el patogen, esdevenint portadors subclinics, amb una immunitat de per vida
pero resistents a les reexposicions a la mateixa soca. Un estat on es manté una infeccié
permanent a I'hoste, caracteritzada per baixos nivells de rickettsémia, que de manera
ciclica van augmentant degut a la variacié antigénica fins que tornen a disminuir altre

cop degut a la immunitat (Knowles et al., 1996; Palmer et al., 1999; French et al., 1999).
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Les lesions destacables en I'anaplasmosi inclouen una marcada anémia en mucoses,
teixits subcutanis i musculatura, o que evolucionen a una ictericia més o menys

generalitzada.

La sang presenta una consistencia més fluida i s'observa esplenomegalia,
hepatomegalia i distensié de la vesicula biliar. Poden apareixer també hemorragies

petequials i equimosis especialment a miocardi, pericardi i renal (Coetzee et al., 2005).

En casos d'avortaments, els fetus poden presentar una lleugera hepatomegalia amb

lesions petequials junt amb d’altres lesions vasculars més lleus a melsa o pulmons.

4. Resisténcia dels animals a Anaplasma
4.1. Immunitat

La immunitat protectora enfront Anaplasma esta relacionada amb la resposta cel-lular
dels macrofags junt amb la resposta humoral per a la opsonitzacié del patogen
mitjangant titols alts d'lgG contra els epitops de MSP dels limfocits B (Tebele et al.,
1991; Palmer et al., 1999; Mahan, 2003).

Durant la infeccié aguda, la primera barrera de defensa és la resposta immune innata
mitjancant I'activacié dels macrofags (Buening, 1976; Carson et al, 1976).
Possiblement com succeeix amb altres bacteris, el DNA bacteria actua com a activador
de les cél-lules presentadores d’antigen (CAP) per a que s'estimuli la produccid d' IFN-y.
L’ IFN-y és una citoquina clau ja que modula tant la immunitat innata com I'adquirida
tant a nivell cel-lular com humoral (Goff et al., 1998 i 2001), activa els monocits (Goff
et al., 1996; Stich et al., 1998) i regula la sintesi de 1gG, opsonitzants per part dels
limfocits B (Estes et al., 1994). Els macrofags activats produeixen I'0xid nitric (NO) que

té la capacitat d'eliminar patogens.

Es considera que la immunitat humoral actua a partir de 2a setmana post infeccid,
mantenint oscil-lacions cicliques de rickettsémia durant la infeccid cronica. Les IgG van
dirigides contra els antigens immunodominants, principalment de MSP2, tot i que

també se n'han descrit cap a les altres proteines de superficie (Palmer et al., 1994;
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Lopez et al., 2005). No s'han detectat anticossos especifics contra eritrocits. Les 1gG;
neutralitzen els anaplasmes extracel-lulars i les IgG, actuen en la opsonitzacié per a la
fagocitosi. Han et al. (2010) van suggerir que en infeccions causades per A. marginale,
els limfocits TCD4+ desenvolupaven una mala memoria que feia que es produissin uns
titols de 3.000-100.000 tant d'lgG; com d'lgG, i no eliminessin la infeccid.
Probablement aquest fet sigui degut a la variacié antigenica d'Anaplasma, que no
permet I'esterilitzacio de I'animal encara que la resposta immune generi continuament
noves IgGs dirigides contra els antigens de superficie, ja que es tracta d'una regié
hipervariable (Eid et al., 1996; French et al., 1999). Degut a aix0, s'estableix una fase
d'infeccid cronica, que equival als successius pics de rickettsémia i control que
s'observen durant aquesta fase. L'estudi de Noh et al. (2010) no va trobar evidéncies
del paper protector de les IgGs per a Anaplasma, indicant que segurament, encara no

s'ha descrit clarament el paper dels anticossos en la immunitat protectora.

4.2. Resisténcia natural
4.2.1. Raga

Alguns estudis descriuen que els animals d’alta produccié podrien ser més susceptibles
gue les races de Bos indicus (Ristic, 1968; Aguirre et al., 1988). En explotacions de B.
indicus i bovins creuats, la taxa d’infeccié amb A. marginale (aixi com Babesia spp.) i el
nombre de paparres és inferior, degut a un nivell de resisténcia superior (Jonsson et al.,

2008).

No obstant, altres estudis de susceptibilitat mostren uns resultats contradictoris. Bock
et al. (1997) no observa diferéncies significatives al inocular amb soques virulentes d'A.
marginale diferents grups d'animals purs i creuats de B. indicus i B. taurus. En I'estudi
de Bock et al. (1999), es va tornar a avaluar a través de la transmissié per R. (B.)
microplus, perd els resultats tampoc van observar diferéncies entre els diferents

animals, suggerint una susceptibilitat similar.

Alguns d'aquests autors coincideixen a descriure que els signes clinics resulten menys

greus en B. indicus (Bock et al., 1997; Jonsson et al., 2008).
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4.2.2. Edat

Els animals joves sdn més resistents que els adults. Els casos clinics en vedells de
menys de sis mesos son rars i entre els 6-12 mesos els animals infectats acostumen a
desenvolupar una malaltia lleu (Rubaire-Akiiki et al., 2004). La forma clinica aguda sol
apareixer a partir de l'any de vida. En els animals de més de dos anys d’edat, la

malaltia pot comportar complicacions i ser fatal (Aubry i Geale, 2011).

El nombre d’animals infectats augmenta segons lI'edat (Swai et al., 2005; Urdaz-
Rodriguez et al., 2009; Atif et al., 2013) probablement degut a que augmenta temps

exposicid al patogen en els individus de més edat (Jonsson et al., 2008).

4.3. Resisténcia especifica
4.3.1. Soques i aillats

La diversitat de soques i aillats geografics d’A. marginale descrits arreu del mén
mostren diferéncies en les caracteristiques antigéniques, la viruléncia i la capacitat de
transmissid per paparres (Rodriguez et al., 2000; de la Fuente et al., 2001c i 2003; Bock
et al.,, 2003). Mentre que hi ha soques com la St.Maries dels Estats Units que es
transmeten amb un nombre baix de picades de Dermacentor andersoni per que tenen
una alta eficiéncia en la transmissio (Eriks et al., 1994; Scoles et al., 2005b; Agnes et al.,
2010), altres soques com la Florida o Mississippi no sén aparentment transmissibles
per paparres (Ueti et al., 2007). Encara que aquestes diferéncies poden ser degudes a
variacions genétiques entre aillats, no hi ha estudis de seqlienciacié disponibles que ho
corroborin (Suarez i Noh, 2011). Les soques i aillats que no sén transmissibles per
paparres tampoc resulten cultivables in vitro en cel-lules de paparra (IDE8)(Kocan et al.,

2004).

La genetica A. marginale és heterogenia dins les propies regions endémiques
possiblement per moviment de bovins i el manteniment dels diferents genotipus per

mecanismes de transmissié independents (de la Fuente et al., 2005c). Sembla haver-hi
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mecanisme d'exclusié de la infecciéd on només es troba un genotipus per animal (de la
Fuente et al., 2002a i 2003). Alguns autors suggereixen que es podria donar aquest
fenomen d'exclusié quan dues soques, o fins i tot especies d'Anaplasma diferents,
infecten el mateix hoste (Palmer et al., 2001; de la Fuente et al., 2002c). Tot i aixo,
estudis posteriors han demostrat que era viable la infeccié dels animals amb soques
diferents (Palmer et al., 2004; Leverich et al., 2008; Bastos et al., 2010). La coinfeccio
de diferents especies d'anaplasmes en bovins també ha estat descrita per altres autors
com Shkap et al. (2008) per A. marginale i A. centrale, o en |'estudi de Hoar et al. (2008)

amb la deteccié d'A. marginale i A. phagocytophilum.

També s'ha descrit que quan els genotipus es troben filogenéticament distants poden
coexistir en una mateixa regid geografica i podrien ser possibles diferents soques en un
mateix animal (Palmer et al., 2004). Els mateixos genotipus s'han descrit en soques de

Sud-africa, America i Europa (de la Fuente et al. 2005c).

Segons de la Fuente et al. (2001c i 2003), la viruléncia d’alguns aillats podria estar

relacionada amb la variacid de I’activitat adhesiva de la MSP1a.

4.3.2. Mecanismes d'evasio del sistema immune
4.3.2.1. Sistema de secrecio tipus IV

En els anaplasmes, I'evasié de la resposta cel-lular innata sembla estar relacionat amb
la presencia d'un sistema de secrecié tipus IV (type IV secretion system, T4SS), que els
permet l'alliberaci6 de molécules que intervenen en la invasié cel-lular.
Intracel-lularment, els organismes es poden multiplicar sense ser detectats. Aquest
factor T4SS de virulencia s'ha descrit en A. phagocytophilum, i encara que per A.
marginale també s'ha descrit, es desconeix si té la mateixa funcié (Gillespie et al.,

2010).
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4.3.2.2. Variacioé antigénica

L'evasié de la resposta immune adquirida per la variacié antigénica es considera un
dels mecanismes principals pel qual A. marginale persisteix en un hoste
immunocompetent després de la infeccié aguda (Palmer et al. 1999). En aquesta
variacio, les proteines de superficie o MSP (major surface protein) sén claus, ja que sén

els epitops per a la resposta immune (de la Fuente et al., 2001c; Kocan et al., 2003).

Sis MSPs han estat identificades en el cas d'A. marginale: MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3,
MSP4 i MSP5 (Palmer et al., 1999). La MSP1, MSP4 i MSP5 estan codificades per gens
simples i no varien antigénicament durant la multiplicacié de I'anaplasma. Mentre que
la MSP2 i MSP3, estan codificades per families de multigens i son les més importants
per al manteniment de la infeccié per la seva variacié en I'expressié génica (Bowie et

al., 2002; Brayton et al., 2003; Kocan et al., 2003; Palmer et al., 2009).

La MSP2 actua durant I'adhesié de I'anaplasma a la cél-lula hoste pero alhora indueix
resposta immune protectora. El gen msp2, que sintetitza la MSP2, conté una regié
hipervariable que és la responsable de les diverses composicions antigeniques (Barbet
et al., 2000 i 2001; Brayton et al., 2002). Anaplasma conté multiples regions del gen
msp2, perd només n’expressa una d’elles per a cada organisme individual d’A.
marginale i la resta es mantenen com a pseudogens (Brayton et al., 2005). En cada
cicle de rickettsemia en el bovi, hi ha una recombinacié entre el gen expressat i els
pseudogens de la mateixa familia msp2, resultant en una nova expressié de proteines i
per tant, una nova variacid antigénica gracies a aquesta regié hipervariable (French et

al., 1999; Palmer et al., 2000; Barbet et al., 2000).

La variacié en les propietats antigéniques també sembla dependre de la MSP3. Alguns
autors suggereixen que el mecanisme de variacié antigénica probablement resulta

similar (Palmer et al., 1999; Futse et al., 2009).

Diversos autors han descrit que sén els limfocits TCD4+ els que reconeixen
principalment els epitops de la regid hipervariable (French et al., 1999; Abbott et al.,

2004; Zhuang et al., 2007). La interaccié limfocit T-cél-lula B indueix una produccio
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d'lgGs especifica rapida a l'inici de la infeccid, pero els anaplasmes poden escapar del

sistema immune gracies als mecanismes esmentats.

La figura 1 mostra com a partir de les 5 setmanes, la infeccié aguda remet gracies als
mecanismes de control i s'estableix la infeccié persistent. Quan es desenvolupen les
IgG especifiques que permeten controlar la infeccid, la regid hipervariable dels
anaplasmes que s'escapen de la immunitat genera nous antigens no reconeguts i es
déna un pic de reemergencia, entre 10*i 10’ anaplasmes per mil-lilitre. Posteriorment,
noves IgG es generen contra aquests epitops i la rickettsemia torna a disminuir.
Aquesta relacid ciclica reemergencia-control estableix el manteniment de la infeccid i
I'establiment d'animals portadors (Zaugg et al., 1986; Palmer et al., 1999; Han et al.,
2010).
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Setmanes post infeccio

Figura 1. Evolucid dels nivells d'A. marginale en sang segons les setmanes post infeccid.
Després de la infeccié aguda emergeixen cicles de rickettsemies. En el primer cicle (C1) apareix
una emergencia de la rickettsemia (E1) fins que posteriorment disminueix degut al control per
les IgG protectores, i aixi succesivament en cicles indefinits. Modificat de Palmer et al. (1999).

Els animals immunitzats vacunalment amb MSP2 o MSP1a, desenvolupen una marcada

proliferacid dels limfocits TCD4+ especifics i I'alliberacié de IFN-y a l'inici de la infeccid.
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Pero a partir de les tres setmanes post infeccid, quan es desenvolupa el pic de
rickettsemia, aquests limfocits TCD4+ disminueixen drasticament de la circulacié
(Abbott et al., 2005; Han et al., 2008). L'estudi de Han et al. (2010) va detectar que
aquesta disminucio es podria donar degut a una resposta anormal en els limfocits T de
memoria, descartant altres hipotesis com l'acimul de limfocits en teixits o una
immunodepressié com es déna en les infeccions per A. phagocytophilum. En canvi,
segons va proposar Brown (2012), la disminucié detectada de limfocits TCD4+ podria
ser deguda a l'apoptosi cel-lular, derivada d'una carrega d'anaplasmes alta. De manera
similar a com s'ha descrit en altres patologies croniques, una carrega de patogens alta
pot produir I'esgotament dels limfocits T (Abbott et al., 2005; Han et al., 2008; Kim i
Ahmed, 2010). Els mecansimes d'apoptosi podrien estar relacinats amb I'[FN-y, que
activaria I'alliberacié de molécules proapoptotiques tant dels propis limfocits TCD4+
com el TNF-a, com pel NO alliberat pels macrofags. Tanmateix, fins a Il'actualitat
encara continua sent una incognita com es desregulen els limfocits TCD4+ durant les
infeccions amb A. marginale i permeten l|'evasid del sistema immune per al

manteniment de la infeccid.

5. Métodes de diagnostic laboratorial
5.1. Métodes directes

Aquest tipus de diagnostic es basa en la identificacié morfologica dels anaplasmes en

frotis de sang.

A diferencia d'algunes babeésies, Anaplasma no s'acumula en capil-lars sanguinis i la
recollida de mostra sanguinia es pot realitzar en grans vasos com ara la jugular. En
animals morts es pot recollir la sang de fetge, ronyons, cor o pulmons.

Es realitza I'extensid de la mostra de sang en un portaobjectes per a obtenir un frotis
prim. Es fixa amb metanol i es tenyeix amb Giemsa. També es poden utilitzar colorants
rapids com el Diff-Quick. L'observacio es realitza al microscopi optic amb I'objectiu

d'immersio (OIE, 2012).
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La identificacié dels cossos arrodonits, densos i menors d’1 um localitzats en la

periféria dels eritrocits, sén indicatius d’una infeccié per A. marginale.

Els frotis gruixuts no es recomanen per Anaplasma ja que la sensibilitat es veu reduida

si es troben extracel-lularment.

El diagnostic per mitja de frotis sanguinis presenta una sensibilitat baixa quan la
infecciod en sang també ho és, es considera que el limit de deteccid es troba en el 0,03%
de rickettsemia (Gale et al., 1996). Per tant, els frotis s'hauran de realitzar a partir de
les 2-6 setmanes de la infeccié. A més, tampoc es recomana aquesta téecnica durant
processos greus d'anémia o durant la fase subclinica de la malaltia o, ldgicament, quan
ja s’hagi instaurat un tractament (Eriks et al., 1989; Birdane et al., 2006; Fosgate et al.,

2010).

També s'ha valorar la preséncia d’artefactes intraeritrocitaris com els cossos de

Howell-Jolly que podrien donar falsos positius en el diagnostic per frotis sanguini.

5.2. Immunodiagnostic

En el cas d’A. marginale, la majoria de técniques immunologiques descrites presenten
una especificitat per sobre del 96% (Montenegro-James et al., 1990; Nielsen et al.,
1996; Scoles et al., 2008b; Fosgate et al., 2010; Aubry i Geale, 2011) mentre que la
sensibilitat resulta més variable (Fosgate et al., 2010). En general, tret que els animals
hagin estat tractats préviament o que siguin menors de dues setmanes, les dues
tecniques serologiques actualment recomanades per al diagnostic d’anaplasmosi sén

I'ELISA de competicié o el test d'aglutinacié en targeta (OIE, 2012).

5.2.1. ELISA

Per a la deteccid d’A. marginale, Thoen et al. (1980) va descriure el desenvolupament
d’un ELISA a partir d'antigens procedents d’eritrocits infectats a una dilucié 1:40. Els

resultats obtinguts van resultar molt similars a la prova de fixacié de complement.
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Actualment pero, es coneix que la sensibilitat de la fixacio de complement per a A.
marginale varia entre el 20-70% i no es considera una tecnica de diagnostic fiable. La
manca de sensibilitat també va ser descrita per Barry et al. (1986) quan a partir
d’eritrocits infectats experimentalment va desenvolupar un ELISA on alguns dels
animals infectats no reaccionaven a la técnica, alhora que un 14% dels casos

presentava reaccions creuades amb B. bovis.

Posteriorment, es van desenvolupar altres ELISAs indirectes que van mostrar uns
valors de sensibilitat del 87,3% i especificitat entre 98,4-99,6% (Duzgun et al., 1988;
Nielsen et al., 1996). Tanmateix, es considera que la majoria d’estudis realitzats fins
aleshores podrien no ser fiables. Alguns autors i publicacions es qlestionen la fiabilitat
dels resultats degut a biaixos en la seleccié de mostres, no haver avaluat la viabilitat
dels anticossos utilitzats a llarg termini o la possibilitat de falsos positius degut a

isoantigens dels eritrocits, de B. bigemina o de B. bovis (Duzgun et al., 1988; OIE, 2012).

L’ELISA indirecte també s'ha utilitzat per a la deteccio d'lgG a partir de mostres de llet.
Torioni de Echaide et al. (2005) va obtenir uns resultats del 98% de sensibilitat i 95%

d’especificitat utilitzant com a antigen MSP5 recombinant.

A partir d'un estudi de Morzaria et al. (1999), utilitzant un antigen recombinant de
MSP5, es va desenvolupar un kit comercial d'ELISA indirecte per a la deteccid
d'anticossos anti-A. marginale (citat per Svanova; Kocan et al., 2010). Amb aquesta
tecnica la sensibilitat i especificitat es consideren superiors al 90% (segons Svanova),
mostrant una sensibilitat superior entre els 4-7 dies després de la infeccié. No obstant,
no hi ha publicades dades comparatives amb altres técniques ni estudis de reaccions

creuades.

Una de les tecniques més utilitzades actualment és la técnica d'ELISA de competicid
(ELISAc). En aquesta técnica, els anticossos de I'animal entren en competéencia amb
anticossos monoclonals per unir-se especificament a l'antigen adsorbit. L'aparicié de
color és indicatiu que la mostra problema és negativa, ja que els anticossos
monoclonals s'hauran unit a I'antigen adsorbit a les plaques i mitjancant un conjugat

anti-lgG, es desenvolupa el color al afegir el substrat.
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Els anticossos monoclonals utilitzats (ANAF16C1), son especifics contra I'epitop d'una
MSP5 recombinant que es troba adsorbit a la placa d'ELISA. La MSP5 es troba
conservada entre Anaplasma spp. (Torioni de Eschaide et al., 1998). La técnica és prou
sensible i especifica per a la deteccid d’animals infectats per Anaplasma (Hofmann-
Lehmann et al., 2004; Strik et al., 2007), pero a més d'A. marginale, els anticossos
poden reconeixer A. centrale i A. ovis (Visser et al., 1992). Els estudis amb A.
phagocytophilum donen resultats contradictoris pel que fa a possibles reaccions
creuades amb aquesta tecnica (Dreher et al., 2005a; Strik et al., 2007). Habitualment
no hi ha casos descrits de reaccions creuades amb ehrlichies, pero recentment, Al-
Adhami et al. (2011) ha detectat I'aparicié de falsos positius de I'Ehrlichia sp. BOV2010

descrita al Canada.

La primera descripcié d'un ELISAc desenvolupat per al diagnostic d'A. marginale va ser
per Knowles et al. (1996). En I'estudi de transmissié experimental, la técnica va

detectar tots els vedells com a positius amb un cut-off establert en el 25% d'inhibicid.

La tecnica es troba comercialitzada sota el nom Anaplasma antibody test kit cELISA®;
VMRD Inc. Poullman, WA, USA. Segons el fabricant té una sensibilitat del 95% i una
especificitat del 98% amb el cut-off establert al 30% d'inhibicid (calculant el
percentantge d'inhibicié com a 100-[densitat optica de la mostra x 100/densitat optica

del control negatiul).

Alguns autors proposen que la sensibilitat, I'especificitat i les corbes ROC (Receiver
Operating Characteristic), que s'utilitzen per a representar-les, sdn especifiques de
cada infeccid i en conseqiiencia el cut-off també hauria de variar (Aubry i Geale, 2011).
Coetzee et al. (2007), en un estudi experimental utilitzant el cut-off recomanat pel
fabricant, van descriure una sensibilitat menor al 50% durant els primers 9 dies post
infeccio utilitzant el kit d’ELISAc comercial. Encara que va augmentar fins al 100% a
partir dels 13 dies, mantenint-se fins al final de I'estudi als 156 dies de la infeccid.
Reinbold et al. (2010b) van realitzar un estudi als Estats Units amb el mateix kit per a
determinar el cut-off negatiu a partir de comparacions amb PCR a temps real. Segons
els autors, s'hauria d'establir entre 15-20% d'inhibicié per a obtenir uns resultats de

sensibilitat i especificitat entre 73-74% i 81-91% respectivament. | en els estudis de
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Coetzee et al. (2010), es suggeria que degut als cut-offs establerts al Canada, els valors
entre el 30 i el 42% d'inhibicié podrien ser dubtosos. Segons el que coneixem, no hi ha

estudis del percentatge d'inhibicié optim per a la zona sud d'Europa.

Tot i les possibles limitacions, I'ELISAc continua valorant-se com una de les opcions
valides per a I'analisi de gran quantitat de mostres ja que és una de les tecniques
disponibles que es troba estandarditzada (Torioni de Echaide et al., 1998; Kocan et al.,

2010; OIE, 2012).

Saliki et al. (1998) i Kocan et al. (2001) van desenvolupar un altre ELISAc utilitzant els
mateixos anticossos monoclonals cap a MSP5, pero I'antigen havia estat obtingut a
partir de d’A. marginale purificats cultivats in vitro. La técnica va ser utilitzada per a
avaluar la resposta serologica a I'exposicié vacunal dels animals, obtenint el doble de

sensibilitat que la tecnica de fixacié de complement amb la que es comparava.

5.2.2. Técnica d'aglutinacié en targeta (CAT)

O Card agglutination test. Segons Molloy et al. (1999), es considera una técnica prou
sensible i especifica (98% i 98,6%, respectivament). Presenta els avantatges de poder
obtenir un resultat en 30 minuts tant en el laboratori com en condicions de camp. No
obstant, poden desenvolupar-se reaccions no especifiques i la interpretacié dels
resultats pot tenir problemes de subjectivitat (Aubry i Geale, 2011; OIE, 2012). Els
antigens s’obtenen a partir d’eritrocits infectats procedents d'un vedell

esplenectomitzat.

5.2.3. Cromatografia de flux lateral

Nielsen et al. (2008) va descriure el desenvolupament d'aquesta técnica de diagnostic
rapid per a A. marginale a partir d'anticossos monoclonals que detecten IgG; bovines i
un antigen recombinant de MSP5. En comparacio amb I'ELISAc comercial presenta uns

valors del 94% en sensibilitat i 98% d'especificitat. La técnica va ser estandarditzada i
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avaluada amb mostres de camp i els resultats van continuar sent bastant similars a

I'ELISAc (Nielsen et al., 2009).

5.2.4. Immunofluorescéncia indirecta

Tot i mostrar uns resultats similars a I'ELISAc (Ekici i Sevinc, 2011), en general les
tecniques IFI per al diagnostic d'anaplasmosi no sén gaire utilitzades i acostumen a
servir com a proves de confirmacié. No poder analitzar alhora un gran volum de
mostres i que també poden mostrar fluorescencies inespecifiques o bé derivades
d'altres espécies d'Anaplasma spp. fa que altres tecniques siguin més freqtients (OIE,

2012).

5.2.5. Dot-ELISA

En l'estudi de Montenegro-James et al. (1990) es va descriure el desenvolupament
d'un Dot-ELISA que mostra uns bons resultats i presenta els avantatges de ser més
rapid, barat i simple de dur a terme que ELISA indirecte. Els resultats van mostrar una
sensibilitat del 93% i una especificitat del 96%, sense detectar reaccions creuades amb

Babesia bovis ni Babesia bigemina.

5.2.6. Técnica de fixaciéo del complement

Durant les ultimes décades aquesta téecnica havia estat considerada d'eleccié i com a
procediment estandard (Boulanger et al., 1966). Tot i aixi actualment no és una técnica
recomanada per a detectar animals infectats cronicament degut a la variabilitat en
sensibilitat (20-60%), la variabilitat de tecniques per a I'obtencid de I'antigen i la poca
reproductibilitat (Bradway et al., 2001). Coetzee et al. (2007) van descriure que la
sensibilitat de la técnica Unicament arribava al 100% durant el pic de rickettsémia al
dia 20 post infeccid, mentre que I'ELISAc obtenia els mateixos resultats a partir del dia
13. Els autors també van destacar el risc d'obtenir falsos negatius durant els dies

posteriors al pic, ja que la sensibilitat variava entre el 7,5 i 35,5%.
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5.3. Métodes moleculars

Els meétodes moleculars permeten la confirmacié de I'agent etiologic fins i tot quan la
rickettsemia és insuficient per als metodes directes. A diferéncia de les tecniques
serologiques, permeten diferenciar entre infeccions actives de possibles deteccions
d'anticossos residuals de vacunacions o infeccions prévies. A més a més, evita la
confirmacié de les proves serologiques per inoculaci6 de sang en vedells
esplenectomitzats. Tot i aixd, moltes técniques encara no han estat validades (Gale et

al., 1996; Aubry i Geale, 2011).

Diversos autors han utilitzat téecniques de PCR amb bons resultats, com Eriks et al.
(1989), que van desenvolupar técniques per a RNA que podia detectar rickettsémies de

fins a 0,000025%.

En l'estudi de Figueroa et al. (1993), es descriu una técnica de PCR multiplex per al
diagnostic conjunt d'A. marginale i també d'altres hemoparasits freqlients com

Babesia bovis i Babesia bigemina.

Gale et al. (1996) van descriure una tecnica de PCR seguida d'un ELISA per a detectar
els productes amplificats de la primera. Van mostrar una sensibilitat de fins a 0,00015%

(I'equivalent a 24 eritrocits infectats per pl de sang).

Encara que les técniques han anat millorant amb la nested-PCR (Torioni de Echaide et
al., 1998) on els limits estimats es trobaven en 30 eritrocits infectats per mil-lilitre de
sang (0,000001%), la PCR a temps real (QPCR) es considera com la més recomanable
(Courtney et al., 2004; Carelli et al., 2007; Decaro et al., 2008). Segons els autors, les
gPCR desenvolupades presenten els avantatges de poder analitzar i quantificar

diferents patogens alhora amb una concordanga del 100% amb la nested-PCR.

En general, les técniques moleculars desenvolupades permeten detectar un gen
especific com el msp4 o mspla (de la Fuente et al., 2001b; Lew et al., 2002) o bé la
seqlencia de la regié 16S rRNA que es considera la més sensible per a A. marginale (de
la Fuente et al., 2005b; Reinbold et al., 2010b). No es recomana la deteccié del gen
msp5 per la conservacié entre les diferents espécies d'anaplasmes i els problemes

d'especificitat que podria presentar (Aubry i Geale, 2011).
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Bekker et al. (2002) va desenvolupar una reverse line blot (RLB) a partir dels gens
amplificats per PCR de la subunitat 16S del RNA ribosomal. La técnica va permetre
detectar especificament alhora tant piroplasmes, anaplasmes i ehrlichies de mostres
bovines i de paparres, sense mostrar reaccions creuades entre les diferents espécies

parasites.

6. Premunicid, quimioprofilaxis i vacunes
6.1. Vacunes a partir d'A. marginale
6.1.1. Vacunes vives

Les vacunes vives son obtingudes a partir de vedells esplenectomitzats que soén
infectats experimentalment amb soques seleccionades d'A. marginale. Posteriorment,
s'inocula sang d'aquests vedells en altres bovins susceptibles seguit d'un tractament a
dosis baixes de tetraciclines durant l'inici de la fase aguda. Els animals no
desenvolupen la fase aguda de la malaltia pero estableixen una infeccié persistent que
els immunitza (Wright, 1990). Tot i aixi, els bovins recentment vacunats requereixen un
monitoratge constant per tal d'administrar I'antibiotic a temps i evitar el risc tant de
patir una infeccié aguda com de reaccions adverses a la inoculacié. A més a més, la
immunitat podria no ser totalment efectiva si els bovins s'exposen a soques
genéticament diferents, de manera que actualment és un tipus de vacuna no

recomanada (Kocan et al., 2010).

6.1.2. Vacunes atenuades

L'atenuacié d'A. marginale ha estat descrita mitjancant dues vies. Una ha estat
mitjancant successius passis de I'organisme per hostes atipics com ovelles, cabres o
cérvols (Welter i Ristic, 1972; Kuttler i Zaugg, 1988). D’altra banda, també a través de
radiacions per raigs X, raigs gamma o Co® (Welter i Ristic, 1972; Sharma i Bansal,

1986).
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Encara que alguns estudis mostren que la vacuna ofereix bons resultats de proteccio
(Osorno et al., 1975; Kessler et al., 1998), algunes soques d’A. marginale no es van
poder adaptar a ovins en alguns estudis (Rogers i Shiels, 1979) o bé la vacuna no va
resultar immunitzant (Henry et al., 1983; Benavides et al., 2000), de manera que els

resultats obtinguts amb aquestes vacunes sén molt variables.

6.1.3. Vacunes inactivades

La vacunacio a partir d'antigens extrets de I'anaplasmes intraeritrocitaris disminueixen
el risc de transmetre altres patogens i no cal conservar-les en fred. No obstant, la
immunitzaci® no sembla ser tan efectiva com les vacunes vives, necessiten de
revacunacions anuals i la proteccié creuada entre aillats geografics esta gliestionada
(Kuttler et al., 1984; Rodriguez et al, 2000). També poden causar reaccions
autoimmunes contra els propis eritrocits en vedells nascuts de femelles vacunades si

I’antigen utilitzat no esta purificat (Carson et al., 1976).

L'ds d'antigens d'anaplasmes cultivats in vitro en cél-lules de paparra (IDE8) obre noves
vies en el desenvolupament de vacunes inactivades (Blouin et al., 1998). De la Fuente
et al. (2002b) van descriure que els bovins vacunats no desenvolupaven malaltia clinica
encara que no es prevenia la infeccid. L'estudi també va mostrar que aquests tipus de
vacunes desenvolupa una resposta dirigida cap a MSP1b, diferent a les vacunes que
utilitzen antigens d'anaplasmes intraeritrocitaris on la resposta és cap a MSP1a. Estudis
més recents suggereixen |'Us d'altres proteines d'A. marginale com la HSP70 i SODB,
aixi com les proteines de superficie MSP4 i MSP5, ja que semblen estar altament
conservades entre soques distants i podrien ser uns bons immunogens (Palacios et al.,

2014; Lis et al., 2015).
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6.1.4. Vacunes recombinants

Els estudis amb vacunes on s'utilitzaven antigens recombinants, especialment de
MSP1a, no semblaven desenvolupar uns resultats diferents en quant a les vacunes
inactivades. Diversos autors consideren que només es desenvolupava una immunitat
parcial i que es necessitaria avaluar la combinacié de diversos antigens per a una
resposta immune més efectiva (McGuire et al., 1994; Palmer i McElwain, 1995;

Arulkanthan et al., 1999).

En els dltims anys perd, s'han estudiat I'Us d'altres proteines recombinants com a
estimuladors de la immunitat. Les proteines VirB9 i VirB10 que formen part del T4SS o
el factor d'elongacié del RNA, EF-Tu, han demostrat ser immunogenes (Lépez et al.,
2005). Detectant-se titols d'lgG, de fins a 1.250 amb el EF-Tu quan s'utilitza com

antigen vacunal (Araujo et al., 2008).

6.2. Vacunes vives d’A. centrale

Theiler (1911), va observar que la infecci6 amb A. centrale, disminuia la gravetat de la
clinica causada per A. marginale, encara que no en prevenia la infeccid (citat per Shkap

etal., 2002a).

Els estudis de Adams et al. (1989) i Shkap et al. (1991) van permetre confirmar que una
espécie conferia proteccié creuada sobre I'altra ja que els antigens immunodominants

eren compartits.

Més endavant, es va demostrar que tot i que I’A. centrale utilitzat en la vacuna també
realitzava variacio antigénica de la MSP-2 de manera similar a A. marginale, els epitops
que reconeixien els limfocits TCD4+ eren els mateixos en ambdues especies (Shkap et

al., 2002a i 2002b).

La vacuna amb A. centrale continua sent un dels métodes per immunitzar als bovins en
les zones endémiques com Australia, Africa, Israel i America del Sud (Kocan et al., 2003;
Sudrez i Noh, 2011). Encara que també s’han descrit casos on la immunitzacié no ha

estat eficac (Wilson et al., 1980; Brizuela et al., 1998; Gohil et al., 2013). Shkap et al.
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(2002a) van descriure que vacunar amb A. centrale estableix una infeccio persistent als
bovins, i per tant una immunitat, durant quatre anys. Tanmateix, altres autors

suggereixen que aquesta immunitat podria ser de per vida (Kocan et al., 2003).

En general, la vacunacié conjunta de Babesia bigemina, Babesia bovis amb A. centrale,
no interfereix en la immunitzacio i ofereix bons resultats (Dalgliesh et al., 1990; Kocan
et al., 2003). Una de les vacunes disponibles a Australia conté 2,5x10° organismes de B.
bigemina, 107 de B. bovis i 10’ d’A. centrale per cada 2 ml. Presenta l'inconvenient de
ser refrigerada i només té una vida util de 4 dies (Standfast et al., 2003; Bock et al.,

2004).

6.3. Vacunes dirigides contra els vectors

Una de les primeres va ser la que utilitzava I'antigen Bm86 que reduia el nombre i la
capacitat reproductiva de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Va ser desenvolupada
per a evitar malalties com la babesiosi que es transmet principalment per aquest
vector, encara que també va mostrar tenir certa activitat sobre R. (Boophilus)

annulatus (Canales et al., 2009 i 2010).

Els estudis d'Almazan et al. (2005a i 2005b) descriuen la molécula recombinant 4D8
d'Ixodes scapularis, que utilitzada com a antigen vacunal en bovins redueix la
infestacid de paparres, tant d'estadis immadurs com adults. Posteriorment, de la
Fuente et al. (2006b) descriu I'Us d'aquesta molécula (anomenada com a subolesina)
com antigen vacunal per a la proteccié contra I. scapularis, Amblyomma americanum,
Rhipicephalus sanguineus i Dermacentor variabilis. Els resultats van mostrar una
degeneracio de l'aparell digestiu i una reduccié de més del 90% en I'ovoposicié de les

espécies de paparres analitzades (de la Fuente et al., 2006b i 2008b).

Més recentment, s'han publicat nombrosos estudis sobre la funcid i la interaccié de
diferents molecules amb el cicle d'Anaplasma a les paparres, per tal de detectar altres
proteines diana per al desenvolupament de noves vacunes. Algunes de les molecules

més estudiades sén les que es troben relacionades amb la infeccidé a les glandules
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salivals i el sistema immune del vector (Sukumaran et al., 2006; de la Fuente et al.,,

2007; Kocan et al., 2009; Sultana et al., 2010; Liu et al., 2011 i 2012).

6.4. Productes anaplasmicides emprats en la quimioprofilaxi

Els tractaments farmacologics contra |'anaplasmosi sén efectius en la reduccié de la
rickettsemia pero dificilment permeten arribar a una esterilitzacié total de |'animal.
Aixd permet establir una infeccié persistent i I'establiment de la immunitat. En els
animals portadors on s'aconsegueix |'esterilitzacid, semblen esdevenir susceptibles a

una possible reinfeccié amb la mateixa soca (Reinbold et al., 2010c).

Els farmacs més utilitzats tant per al tractament com per la quimioprofilaxi de

I'anaplasmosi bovina son el dipropionat d'imidocarb i diferents tipus de tetraciclines.

L'imidocarb ha estat un dels farmacs d'eleccié en el tractament de |'anaplasmosi
bovina (McHardy i Simpson, 1974). Es suggereix que el seu mecanisme d’acci6 té a
veure o bé la interferéncia en la produccié/utilitzacié de poliamines o bé en prevenir
I'entrada d'inositol dins I'eritrocit infectat (EMEA, 2001). Es recomana una dosis de 3
mg/kg en administracié Unica intramuscular (I.M.) o subcutania (S.C.). Pero degut a la
seva accio prolongada per la retencié en els teixits, la seva utilitzacié en animals de
consum esta contraindicada a Europa i els Estats Units (Kahn, 2007). També s'ha
descrit que I'administracié de 5 mg/kg I.M. o S.C amb una segona dosi en 1 o 2
setmanes podia eliminar totalment la infeccid, encara que segons la soca d'A.
marginale podria haver-hi una diferéncia de susceptibilitat al farmac (Coetzee et al.,

2006a).

En general, les tetraticlines tenen un efecte bacteriostatic associat amb la inhibicié de
la sintesi de proteines (Coetzee et al., 2009). Diverses tetraciclines, oxitetraciclines i
clortetraciclines han estat utilitzades per al tractament d'anaplasmosis. Es considera
gue el seu Us en estats inicials de la fase aguda (en un 15% d'hematocrit) permeten la

recuperacié dels animals (Sevilla et al., 2002).
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Les clortetraciclines administrades per via oral en dosis entre 4,4 o 11 mg/kg sén
suficientment efectives com per eliminar |'estat de portador (Coetzee et al., 2007;

Reinbold et al., 2010c).

El Codi Sanitari per als animals terrestres de la OIE (2014) recomana |I'Us
d'oxitetraciclines parenterals durant 5 dies a una dosi de 22 mg/kg per a eliminar la
infeccid. No obstant, alguns estudis descriuen que el seu Us no esterilitza i I'efectivitat
resulta variable. En I'estudi de Coetzee et al. (2005) on es va comparar diferents dosis,
els animals encara no havien eliminat totalment la infeccié després de dos mesos.
Altres estudis amb les dosis recomanades, també van demostrar que el tractament no

era totalment efica¢ (Coetzee et al., 2006a; Reinbold et al., 2010c).

Altres tractaments a base d’enrofloxacina podrien tenir un efecte bacteriostatic
(Coetzee et al., 2006a). Es tracta d'una fluoroquinolona que inhibeix la DNA girasa de
I'anaplasma que segons els estudis de Coetzee et al. (2006b), presenta bons resultats

antibiotics in vitro.
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IV. REVISIO DE LA BABESIOSI BOVINA
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1. Presentacio general
1.1. Introduccié

Diverses especies de Babesia estan implicades en I'etiologia de la babesiosi bovina
perd Babesia bigemina i Babesia bovis sén les més distribuides per la Peninsula Ibérica.
Totes les babeésies es transmeten per paparres, principalment del génere Rhipicephalus,
causant uns quadres clinics de febre, anémia, hemoglobinuria i ictericia en els bovins.
El canvi climatic, amb el conseqilient increment de les temperatures, ha comportat una
variacié de les dinamiques poblacionals de diferents artropodes, el que pot afectar de

retruc, a la distribucid i disseminacio de les malalties de transmissié vectorial.

El cicle biologic de Babesia fa que la malaltia estigui intimament relacionada amb el
vector. S’estableix un equilibri entre I'hoste, el vector i el patogen que fa que a les
zones endemiques, els vedells que s’infecten resten portadors i immunitzats de per
vida, de manera que rarament es descriuen processos aguts. Aixi doncs, la babesiosi
sol manifestar-se com un procés debilitant, a causa de I'anémia, que sovint passa
desapercebut. Ara bé, quan aquell equilibri resulta alterat, és aleshores quan la
babesiosi es manifesta clinicament. En el cas de les babesiosis bovines, podria
relacionar-se amb I'aparicié de futurs quadres clinics si no s'estableixen les mesures de

vigilancia i control adequades.

A Catalunya, hi ha una manca d'informacié sobre la situacid o I'evolucié de les
babesiosis bovines. De manera que no ens permet fer una estimacié fiable del risc
d'infeccio que tenen els bovins. L'avaluacio epidemiologica, esdevé en aquests casos

un dels punts clau per al coneixement de la situacié de la malaltia.
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1.2. Historia

Babés (1888) va descriure per primer cop uns organismes intraeritrocitaris en bovins,
als que va anomenar Haematococcus bovis, relacionant-los amb els quadres de febre i

hemoglobinudria que presentaven els animals.

Poc després, Smith i Kilborne (1893) van identificar I'agent etiologic de la febre de
Texas dels bovins dels Estats Units anomenant-lo Pyrosoma bigeminum. Alhora, van
descriure per primer cop que era possible la transmissid de patogens a través de

vectors artropodes. En aquest cas, per la paparra Rhipicephalus (Boophilus) annulatus.

Starcovici (1893) rebateja els organismes descrits. L’'Haematococcus bovis identificat

per Babés s’"anomena Babesia bovis, i Pyrosoma bigeminum com a Babesia bigemina.

Des d'aleshores, les babesiosis es van anar describint arreu del mén. Les noves
descripcions comportaven diferents criteris de nomenclatura del génere. Fins que
finalment, Wenyon (1926) va descartar altres nomenclatures rebudes com Piroplasma,
Nicollia, Nuttalia, Smithia, Rossiella, Babesiella o Microbabesia a favor d’un Unic
génere Babesia, ja que les nomenclatures es basaven en criteris morfologics de

diferents espécies pero dins un mateix genere.

La classificacié taxondmica de Babesia també va mostrar certa controversia al llarg dels
anys. Tant els estudis de Koch com els de Dennis a principis del segle XX demostraven
una fase sexual a nivell intestinal en la paparra vectora que els va a portar a incloure

les babésies dins la classe Sporozoa.

Els estudis de Cheisin i Polyansky (1963) no van descriure la fase sexual en la paparra, i
obviant la classificacié anterior, van incloure Babesia dins |'ordre Piroplasmida, a la

classe Sarcodina.

El 1964, un estudi de Rick va tornar a descriure unes fases de B. bigemina i B. bovis,
similars a fases sexuals anteriorment descrites, en R. (Boophilus) microplus. No obstant,
el Comité de Taxonomia i Problemes Taxondmics de la Societat de Protozoodlegs va

classificar els piroplasmes com a amebes en el subphylum Sarcomastigophora.
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Els estudis de Friedhoff entre els anys 1969-1972 va demostrar pero, que tant Babesia

com Theileria presentaven un complex apical.

D'aquesta manera, finalment Levine (1973) va acabar reclassificant els organismes dins

el phylum Apicomplexa, classe Piroplasma, ordre Piroplasmida.

Les babesiosis descrites arreu del mén, a més de la importancia per a la ramaderia,

també han mostrat el seu potencial zoonotic en algunes espécies.

*Estudis citats per Mahoney (1977), Young i Morzaria (1986), Uilenberg (2006) i
Schnittger et al. (2012).

1.3. Importancia economica i sanitaria

La importancia economica de la babesiosi bovina deriva del gran nombre d'animals
gue es troben exposats a la infeccié arreu del modn, fet que representa peéerdues
economiques directes i indirectes, a més de risc de zoonosis i limitacions en el comerg

internacional.

Els costos econdmics dels animals malalts es deuen a les perdues en les produccions,
avortaments, decomisos de visceres a nivell d’escorxador i baixes a |'explotacié per
mort dels animals. També la prevencid de la malaltia juga un paper economic
important en alguns paisos, degut a l'administraci6 de farmacs terapeutics,

tractaments acaricides o vacunes.

Cal considerar que la babesiosi també és important en Salut Publica, especialment a
zones endemiques en aquelles persones esplenectomitzades o immunodeprimides.
Varies espécies de Babesia s'han descrit amb potencial zoonotic com ara B. microti, B.
venatorum (Babesia sp. EU1), B. divergens i B. duncani (Schnittger et al., 2012) i també
altres espécies recentment caracteritzades per técniques moleculars, com ara la
Babesia sp. CA1, CA3 i CA4 (California), Babesia sp. KO1 (Corea), Babesia sp. MO1
(Missuri) i la Babesia sp. WA1 (Washington)(Herwaldt et al., 2003; Kim et al., 2007b;
Schnittger et al., 2012; Zanet et al., 2014).
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En relacié al comerg internacional de bovins, I'Oficina Internacional d'Epizooties (OIE)
inclou la babesiosi bovina dins de les malalties transmissibles dels bovins del Codi

Sanitari per als animals terrestres (2014).

1.4. Els parasits
1.4.1. Classificacio taxonomica

Es troben classificades taxonomicament dins el subregne Protozoa, phylum

Apicomplexa, classe Aconoidasida, ordre Piroplasmida, familia Babesiidae.

Actualment hi ha descrites més de 100 especies diferents de Babesia (Schnittger et al.,

2012), afectant un gran rang de mamifers domestics i salvatges, aus i humans.

Les analisis filogenetiques del gen 18S rRNA han servit per intentar agrupar
taxondmicament les babésies dins els Piroplasmida. Tot i aixi, la classificacié dels

piroplasmes es troba continuament en revisié.

Criado-Fornelio et al. (2003) va proposar una classificaciéd basada en cinc grups de
piroplasmes. Schnittger et al. (2012), en va descriure sis linies monofiletiques principals
diferenciades, pero relacionades amb I'estudi anterior de Criado-Fornelio et al. (2003).
En l'estudi del 2012, l'autor va classificar les babésies bovines en el clade VI que

correspon a Babesia sensu stricto, un grup on també es troben les babésies dels canids.

Les especies identificades fins a la actualitat i que tenen interes veterinari es mostren a

la taula 1.
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Taula 1. Principals espécies de Babesia d’interes veterinari identificades. Classificades

segons els hostes descrits i els vectors identificats.

Espécie Hoste Vector

B. bigemina Bovi, bufal, remugants silvestres Rhipicephalus spp.

B. bovis Bovi, bufal Rhipicephalus spp., Ixodes spp.

B. divergens Bovi, remugants silvestres, humans | Ixodes ricinus

B. major Bovi, biso Haemaphysalis punctata

B. occultans Bovi Hyalomma spp.

B. ovata Bovi Haemaphysalis longicornis

B. orientalis Bufal Rhipicephalus spp.

B. caballi Equids Dermacentor spp.,
Hyalomma spp.,
Rhipicephalus spp.

B. crassa Ovi -

B. motasi Ovi, cabrum Haemaphysalis punctata,
Rhipicephalus bursa

B. ovis Ovi, cabrum, cabra pirinenca, Rhipicephalus bursa

muflo

B. canis Gos Dermacentor reticulatus

B. vogeli Gos Rhipicephalus sanguineus

B. gibsoni Gos Haemaphysalis, Rhipicephalus
sanguineus

B. rossi Gos Hyalomma leachi

B. perroncitoi Porc Rhipicephalus spp.,
Dermacentor spp.

B. trautmanni Porc Rhipicephalus spp.,
Dermacentor spp.

B. felis Feélids -

B. capreoli Cabirol, cérvol, isard Ixodes ricinus

B. odocoilei Cervids, bou mesquer Ixodes scapularis

B.venatorum Cabirol, humans Ixodes ricinus

B. microti Rosegadors, humans Ixodes scapularis

Fonts: Uilenberg (1995), Bock et al. (2004), Schoelkopf et al. (2005), Uilenberg (2006), Hoby et
al. (2009), Malandrin et al. (2010), Zanet et al. (2014).

1.4.2. Morfologia

Babesia és un protozou de caracteristiques pleomorfiques. Generalment, dins els
eritrocits de I'hoste vertebrat s'observen els merozoits de Babesia com organismes
arrodonits u ovalats sovint adoptant una forma piriforme, disposant-se en parelles o
en multiples de dos. La mesura d'aquestes formes piriformes varia segons I'espécie de
Babesia. Les especies de Babesia classicament s'han dividit en dos grups segons les
seves dimensions intracel-lular, les babésies grans (amb una mesura de 2,5 a 5 um) i

les babésies petites (d'una mida inferior a 2,5 um).
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A nivell ultraestructural, el cos piriforme esta rodejat d’'una pel-licula composta per
tres capes: una membrana fina exterior, una interna més gruixuda i una capa de
microtubuls. La membrana interna acaba a la part més ample del parasit on es troba el
complex apical propi dels apicomplexes. A I'interior de Babesia també poden observar-
se els organuls tipics d'aquest phylum, les roptries que sén cossos llargs, i els

micronemes, més nombrosos i petits.

1.4.3. Les babeésies bovines
1.4.3.1. Babesia bigemina

Es una de les babésies morfoldgicament més grans, mesurant fins a 5x2 pm (Mehlhorn,

2008).

Els hostes principals de B. bigemina sén els bovins. Tot i aix0, també ha estat descrita
en altres remugants com ara bufals (Syncerus caffer), bis6 america (Bison bison), iak
(Bos grunniens), cervids (Odocoileus virginianus, Mazama americana), gaseles (Gazella
soemmerringii) i antilops mexicans (Boselaphus tragocamelus) (Penzhorn, 2006;
Holman et al., 2011; da Silveira et al., 2011; Cardenas-Canales et al., 2011; Saravanan
et al., 2013). Recentment s'ha detectat B. bigemina en senglar per tecniques

moleculars a Italia (Zanet et al., 2014).

Les paparres del genere Rhipicephalus actuen com a vectors de B. bigemina. Les
especies implicades en la transmissié son Rhipicephalus (Boophilus) microplus, R.
(Boophilus) annulatus, R. (Boophilus) decoloratus, R. evertsi i R. bursa. També es

considera que Haemaphysalis punctata podria actuar com a vector.

Es troba ampliament distribuida per tots els continents, a les zones tropicals,

subtropicals i algunes temperades.

A nivell europeu, B. bigemina s'ha descrit a Portugal (Caeiro, 1999), Italia (Cringoli et al.,
2002; Georges et al., 2001), Grecia (Papadopoulos et al., 1996), Suissa (Hilpertshauser
etal., 2007).
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A Espanya la majoria de descripcions les trobem a la zona centre i sud (Andalusia,
Extremadura, Toledo i Salamanca) (Gubbels et al., 1999; Navarrete et al., 2002), al Pais

Basc (Garcia-Sanmartin et al., 2006) i a Menorca (Almeria et al., 2001).

Al nostre pais, B. bigemina junt amb B. bovis solen considerar-se com les especies més

importants en quan a patogéenia i distribucid.

La present revisid bibliografica de les babésies bovines se centrara en aquesta espécie,
sempre que hi hagi dades especifiques disponibles, ja que la seva deteccid sera

I'objectiu de I'estudi epidemiologic.

1.4.3.2. Babesia bovis

B. bovis és morfologicament més petita que B. bigemina, d'aproximadament 2,5 x 1,5

um (Mehlhorn, 2008).

Els hostes de B. bovis inclouen, a més dels bovins, els bufals, bisé america (Penzhorn,
2006), diferents espécies de cervids (Capreolus capreolus, Cervus elaphus i Odocoileus
virginanus) (Ramos et al., 2010; Holman et al., 2011; da Silveria et al.,, 2011) i també

cavalls (Criado et al., 2006).

Algunes de les principals espéecies de paparres vectores sén comunes amb B. bigemina,

aquestes soén R. (Boophilus) microplus i R. (Boophilus) annulatus.

Es considera que la seva distribucié a nivell europeu resulta molt similar a la de B.
bigemina. A ltalia va descriure's un brot de babesiosi causat per B. bovis d'animals

procedents de Franca (citat per Cringoli et al., 2002).

A Espanya esta descrita a Andalusia, Asturies, Castella i Lled, Extremadura, Galicia,
Madrid (Navarrete et al., 2002; Garcia-Sanmartin et al., 2006) i Menorca (Almeria et al,,

2001).

Les infeccions tipiques per B. bovis solen cursar amb uns nivells baixos de parasitemia
ja que els eritrocits infectats solen quedar retinguts a I'endoteli capil-lar (Mahoney,

1977).
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Degut a aix0, a diferéncia de B. bigemina, poden aparéixer quadres greus de

simptomatologia nerviosa.

1.4.3.3. Babesia divergens

Es la Babesia més petita que afecta els bovins, mesurant uns 1,5 x 0,5 pm. Es
caracteristic d'aquesta espécie que els merozoits intraeritrocitaris es disposin formant

un angle obtus, "divergent".

Tot i que es considera una espécie zoonotica, el seu poder patogen a veterinaria és
menor que les dues especies anteriorment comentades. Principalment afecta a bovins
encara que també ha estat descrita en cérvids, especialment en zones comunes
(Langton et al., 2003; Duh et al., 2005; Garcia-Sanmartin et al., 2007; Zintl et al., 2011).
D’altra banda, també s’ha descrit en conills americans (Sylvilagus), considerant a

Ixodes dentatus com el vector (Goethert i Telford, 2003).

La distribucio de B. divergens es troba limitada a les zones on hi ha presencia del seu
vector Ixodes ricinus. Principalment a Europa (L'Hostis, 1995; Blaschitz et al., 2008;
Hornok et al., 2014; Zintl et al., 2014), encara que també s’ha descrit al nord d'Africa
(Bouattour i Darghouth, 1996). Tanmateix, la distribucié a Europa ha variat en funcié
de les zones durant els Ultims anys. Aixi, paisos com Hongria o Irlanda han detectat una
menor incidéncia (Hornok et al., 2014; Zintl et al., 2014) mentre que altres zones com
Noruega ha comunicat un increment en la incidencia (Hasle et al.,, 2010). Els autors
suggereixen que aquests canvis podrien estar relacionats amb el canvi climatic, ja que
I"augment de temperatures limitaria la distribucié de la paparra vectora a zones cada

cop més al nord.

A Espanya, es troba principalment a la meitat nord (Pais Basc, Cantabria, Castella i Lled
i Madrid) (Garcia-Sanmartin et al., 2006) encara que també s'ha descrit a Menorca

(Ros-Garcia et al., 2012b).

Es considera que B. divergens és menys patdgena que B. bovis o B. bigemina, encara

gue el nivell de parasitémia sol ser similar a la d'aquesta ultima.
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1.4.3.4. Babesia major

Juntament amb B. bigemina, B. major és |'altre de les babésies "grans" que pot afectar
als bovins a Europa. Mesura uns 3 x 1,5 um i adopta una disposicié d'angle agut

(Urquhart et al., 1996).

El seu vector principal és Haemaphysalis punctata. Encara que també s'ha detectat en /.
ricinus recollides sobre remugants silvestres, es desconeix el paper d'aquesta paparra

en la transmissio biologica del patogen (Hilpertshauser et al., 2006).

La seva distribucié esta limitada al sud d'Anglaterra i a Franga (Brocklesby et al., 1973;
L'Hostis et al., 1995; Criado-Fornelio et al., 2009); recentment també s’ha descrit a

Hongria (Hornok et al., 2014).

A Espanya s’ha detectat al Pais Basc, Menorca, Andalusia, Badajoz i Salamanca

(Navarrete et al., 2002; Garcia-Sanmartin et al., 2006; Ros-Garcia et al., 2012b).

En quant a patogenia, B. major es considera I'espécie menys patdogena de totes les

anteriors.

1.4.3.5. Altres babeésies bovines

En els bovins, també s'han descrit altres babésies considerades poc patogenes. Es el
cas de B. occultans, considerada fins a I'actualitat una espécie apatogena descrita a
I'Africa (Ros-Garcia et al., 2011) i a Menorca (Ros-Garcia et al., 2012b). Es important
destacar que recentment ha estat involucrada en un quadre clinic a Italia (Decaro et al.,

2013).

Al continent asiatic s'han detectat altres babésies, com ara Babesia ovata en bovins del
Japd. Babesia orientalis, que sembla estar més distribuida pel continent asiatic pero
gue es considera apatogena pels bovins, només afectant als bufals. | per ultim la

Babesia sp. kashi descrita a la Xina (Luo et al., 2005).
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1.5. Els vectors

Babesia spp. es transmet de manera biologica per la picada de paparres infectades,

principalment ixodides.

El coneixement de les espécies d'ixddids presents en una zona ens indica quins
patogens poden afectar els animals i aixi establir les mesures estratégiques adients per
al seu control. De les espécies de Rhipicephalus considerades com a vectores de B.
bigemina, només Rhipicephalus bursa ha estat descrita a Catalunya (Estrada-Pefia et al.,

1995; Estrada-Pefia, 2000).

R. bursa és una paparra freqlient i que es troba distribuida en tots els tipus d'habitats
mediterranis (Papadopoulus et al.,, 1996; Sahibi et al., 1998; Castella et al., 2001). Es
tracta d'una paparra de dos hostes, o cicle dixe, que es desenvolupa en espais oberts
(exofila). Es comu detectar tant les formes immadures com els adults alimentant-se en
la mateixa espécie d'hoste (monotropa), generalment ungulats, tant domestics com
silvestres. Les zones geografiques que més afavoreixen R. bursa sén arees amb
vegetacidé principalment de graminies, de no gaire altitud. Es poden trobar en zones
muntanyoses sense gran abundancia d'arbres (Manilla, 1998). A la zona mediterrania,
les larves de R. bursa sén actives a la tardor i les nimfes un cop alimentades poden
entrar en diapausa. Els adults sén actius durant els periodes de temperatures calides

suaus, de primavera fins a meitat d'estiu (Manilla, 1998).

Tot i no considerar-se el vector principal, Haemaphysalis punctata també ha estat
descrita a Catalunya (Estrada-Pefia et al., 1995; Estrada-Pefia, 2000). Es una paparra
exofila i el seu cicle es desenvolupa en tres hostes, podent afectar un ampli rang de
mamifers domestics i silvestres. Les formes immadures també es poden trobar en aus
des de l'estiu fins a la tardor. El seu cicle biologic és variable, entre 18 i 24 mesos,
segons les condicions ambientals. Principalment es troba a zones amb vegetacid
d'arbusts, pastures de graminies o matolls. Esta adaptada a condicions relativament

seques pero no en zones boscoses denses (Manilla, 1998).
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1.6. Cicle biologic

Babesia spp. té un cicle heteroxe en el que s'alternen la reproduccié asexual i sexual al

llarg de diferents fases.

Els hostes vertebrats s'infecten amb els esporozoits de Babesia spp. quan la paparra
els inocula junt amb la saliva. Mitjangant el complex apical, els esporozoits infecten els

eritrocits.

Un cop dins els eritrocits, es transformen en el trofozoit, que mitjancant un procés de
fissid binaria, es dividira en dos merozoits. Aquesta és la fase de multiplicacié asexual o

merogonia.

Segons Mackenstedt et al. (1995), s’identifiquen dos tipus de merozoits a la sang dels
bovins infectats amb B. bigemina. Uns merozoits petits (2,7 x 1,2 um) que es
multipliquen per fissid binaria intraeritrocitariament. Primerament, aquests merozoits
adopten una forma anellada uninuclear, que dividira el nucli formant dos fases
nuclears anellades constituint I'altre merozoit. Aquest segon merozoit és més ovalat,
d'una grandaria superior (4,5 x 1,7 um) i sembla ser diploide; podria tractar-se del
precursor dels gamonts. Tot i aixi, no desenvolupen cap més fase fins que no soén
ingerits per la paparra. Ara bé, es pot produir la lisi dels eritrocits i els merozoits

resultants poden infectar d'altres eritrocits.

Babesia spp. utilitza antigens variables de la superficie dels merozoits (VMSA), unes
molecules de superficie per unir-se als eritrocits. Alguns d'aquests antigens de
superficie com MSA-1, MSA-2 i la RAP-1 (proteina associada a les roptries-1) semblen
tenir un paper en aquest contacte inicial parasit-cel-lula hoste. En el cas de B. bovis,
aquests tres antigens semblen estar presents tant en els esporozoits com en els

merozoits (Mosqueda et al., 2002a i 2002b).

En picar, la paparra vectora ingereix els eritrocits infectats amb merozoits. La majoria
de parasits degeneren i moren dins la paparra, perd uns quants sobreviuen
(pregamonts) i continuen el seu desenvolupament fins a cossos radiats o gamonts
(Chauvin et al.,, 2009). Aquesta és la fase de multiplicacié sexual o gamogonia. Els

cossos radiats son estructures de localitzacid intestinal que foren descrites per Koch
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(1906) i que les va anomenar strahlenkérper (citat per Weber i Friedhoff, 1977). Els
cossos radiats de B. bigemina es troben en les primeres 20 hores de la ingesta i
mesuren de 4-7 um (Young i Morzaria, 1986). Aquests cossos radiats contenen unes
prolongacions de fins a 8 um, que son estructures citoplasmatiques llargues i
sostingudes per una agrupacié de microtubuls. Es poden arribar a observar de dos a

més de deu d'aquestes prolongacions per a cada cos radiat (Weber i Friedhoff, 1977).

La fusié dels gamonts a la llum intestinal déna lloc a la formacioé d'un zigot esferic de 8-
10 um de longitud. El zigot s'invagina dins les cél-lules de I'aparell digestiu de la
paparra, sense arribar a formar un vacuol parasitofor. Un cop dins, el zigot es
transforma en una fase mobil, I'ooquinet. Segons Chauvin et al. (2009), sembla ser que
en aquest moment es podria desenvolupar una meiosi, ja que I'ooquinet és haploide
(Mosqueda et al., 2004), i s'inicia la fase d'esporogonia. L'ooquinet s'allibera de les
cel-lules intestinals en forma de esporoquinet, també mobil i de 14,3-16,9 um de llarg
segons de l'espécie. Es distribueix a través de I'hemolimfa per altres teixits de la
paparra com ara les cel-lules dels tdbuls de Malpighi, fibres musculars o cél-lules
ovariques. La infeccid dels oodcits permet la transmissié transovarica que es manté al

llarg de tota la vida de la paparra degut a successives fases d'esquizogonies.

Alguns esporoquinets arriben a les glandules salivals de la paparra, abans o després de
que la paparra es fixi per alimentar-se, on es formaran els esporozoits. Els esporozoits
es formen en esporonts polimorfics de 60-300 um de diametre. Cap als 7 dies després
de fixar-se, les cel-lules infectades de la paparra poden contenir milers d'esporozoits
piriformes ja infectius de B. bigemina (Mosqueda et al., 2004; Chauvin et al., 2009). La
diferenciacié dels esporozoits s'inicia un cop la paparra parasita a I'hoste vertebrat
degut diversos factors com la hipertrofia de les glandules salivals o [|'activitat
metabolica augmentada (Chauvin et al.,, 2009) o l'increment de temperatura (Dalgliesh

et al.,, 1977, citat per Chauvin et al., 2009).

El periode de prepaténcia des de que la paparra es fixa fins que infecta I'hoste és
generalment d'entre 12-18 dies per a B. bigemina. Encara que si les paparres mascles
transmeten el parasit entre bovins propers, es pot escurcar de 6-12 dies (Bock et al.,

2004).
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La transmissid transplacentaria ha estat descrita en bovins tant per B. bigemina com B.
bovis (Neitz, 1956, citat per Yeruham et al., 2003), tot i que es considera rara i
accidental i probablement sigui secundaria a lesions placentaries prévies (Yeruham et

al,, 2003).

2. Epidemiologia i transmissio
2.1. Estabilitat vs inestabilitat enzootica

Un factor clau en I'epidemiologia de la babesiosi és la relacié dels vectors amb els seus
hostes. Aquesta relacié depén de la biologia i les dinamiques poblacionals de les
paparres, ja que |'activitat del vector sobre I'hoste determina la preséencia d'infeccions
o reinfeccions. Les variacions en el nombre de paparres infectades (taxa d'infeccié en
la paparra) i el nombre de paparres sobre I'hoste sén factors que fan alterar la
possibilitat d'infeccié o reinfeccié en un animal. Aixo és el que es coneix com a taxa
d'inoculacié, que es defineix com la probabilitat diaria de que qualsevol animal d’una

poblacié s'infecti.

La taxa d'inoculacid (h) es pot calcular mitjancant la férmula h = m - a - b (Mahoney,
1977). On 'm' és el nombre de paparres que piquen un animal diariament, ‘a’ la
proporcié de paparres infectades i ‘b’ la proporcid de picades que infecten I’hoste
eficagment. En el cas de B. bovis i B. bigemina per als individus Bos taurus, ‘b’ es

considera 1.

Aquest procediment pero, involucra el recompte de paparres sobre |'hoste i
determinar la seva taxa d’infeccid. La taxa d'inoculacié també es pot obtenir isolant-la
de la formula I = 1 - e™ (Mahoney, 1977). Aquesta formula representa la proporcio
d’animals joves infectats en qualsevol moment després del naixement. En aquesta
férmula 'I' és la proporcid d'animals infectats, que es pot obtenir per proves

diagnostiques. 'h' equival a la taxa d'inoculacié i 't' és I'edat mitjana dels animals.

67



La taxa d’inoculacié té un valor predictiu ja que pot determinar el risc de babesiosi
abans que la malaltia es desenvolupi. Segons la taxa d’inoculacié poden esdevenir tres

situacions:

- Si és suficientment elevada, es produeix I'estabilitat enzootica (area @ de la figura 2).
L'estabilitat enzootica es déna quan tota la poblacié (o més del 75%) esta immunitzada
degut a I'exposicid natural a I'agent patogen abans que desaparegui la proteccié innata.
En aquest estat d'equilibri entre I'hoste, I'agent etiologic i el vector, no es donen casos
clinics de la malaltia (o rarament) encara que la infeccié es trobi disseminada per la

poblacio (L'Hostis i Seegers, 2002; Bock et al., 2004).

En cas de que la taxa d'inoculacié estigui per sota del nivell d'estabilitat, es produeix la
situacid d'inestabilitat endemica. En aquest cas, menys del 75% dels animals de la

poblacié es troben immunitzats i es poden donar dues situacions:

- Si la taxa d'inoculacié descendeix per sota dels nivells minims per a I'estabilitat
enzootica, la infeccid dels vedells no es produeix quan encara tenen immunitat i

esdevindra un risc alt de patir la malaltia (area @ de la figura 2).

- En el cas que la taxa sigui encara més baixa (area @ de la figura 2), una gran part de la
poblacié no té contacte amb el patogen i per tant no desenvolupa immunitat, no
obstant, el risc de patir la malaltia sera baix. Ara bé, en cas que s’estableixi la infeccio,

la clinica és més greu que en els altres casos.
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Figura 2. Model conceptual de les relacions entre la taxa d'inoculacio, la incidéncia de la
malaltia, la mortalitat en la poblacié bovina i la seroprevalenca. Modificat de L'Hostis i Seegers
(2002).

Els casos d'inestabilitat es poden presentar en diferents situacions (Mahoney, 1977):
introduccid de paparres infectades a zones lliures de Babesia, introduccié d'animals de
zones lliures a arees infectades amb Babesia o bé reduccido de la poblacié de les

paparres vectores necessaries per establir el nivell de premunicid.

Aquest ultim cas pot ser degut a condicions climatiques desfavorables per la
supervivencia o reproduccié de les paparres. Aixo comporta que la taxa d'inoculacid
sigui inferior, els vedells no s’'immunitzen i resten susceptibles. Tant bon punt es
recuperen les condicions que son favorables per a les paparres, la seva poblacié torna
a augmentar, parasiten els animals i apareixeran animals malalts. Una altra causa de la
reduccio de la poblacié de les paparres és l'establiment d’un control artificial
d’ectoparasits, com ara tractaments acaricides. Un cop més, en el cas que la situacio
reverteix i s'incrementa el nombre de paparres, la infeccié es manifesta clinicament

més greu.
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2.2. La circulacioé de I'agent entre els vectors

Una de les vies d'infeccid de les paparres és per ingestid de sang infectada amb
merozoits de Babesia de I'hoste vertebrat, tal i com s'ha descrit en el cicle biologic. Les
paparres no infectades adquireixen la infeccid per primer cop al alimentar-se d’'un

hoste parasitat, continuant el cicle biologic de la Babesia fins la fase d’esporozoit.

Una altra via correspon a la infeccio vertical, en la que les paparres poden mantenir-se
infectades i infectives durant varies generacions sense haver ingerit nous merozoits. En
aquesta via hi intervenen la transmissié transovarica i transestadial, que permeten el
manteniment de la infeccié durant tots els estadis de la paparra (larva, nimfa i adult) i

a tota la seva descendéncia.

La transmissid transovarica es déna quan l'esporoquinet de Babesia infecta els oocits
de la paparra femella i aixi es transmet cap a la progenie, constituint el primer pas per
a la infeccid vertical. S'ha descrit en les quatre babésies més importants que afecten
els bovins i els seus vectors (Young i Morzaria, 1986; Euzeby, 1990). Segons I'estudi de
Blscher (1988), en R. (Boophilus) decoloratus la infeccié per B. bigemina es va

mantenir almenys dues generacions de paparres.

La transmissid transestadial correspon a la transmissié del parasit d'un estadi a un altre
de la paparra, essent el seglient pas per a completar la via d’infeccié vertical. En aquest
cas, la infeccié es transmet d’un estadi a un altre de la paparra (des de la larva fins a
I'adult). En algunes espécies com B. microti, no esta descrita la transmissié

transovarica i només es pot donar aquesta via.

2.3. Persisténcia del parasit en el vector

Es considera que les paparres, com a vectores de Babesia, deuen haver desenvolupat
uns mecanismes de control del parasit per tal de que la seva supervivéncia no es vegi
afectada degut al cicle del parasit. En Haemaphysalis longicornis, s'han descrit dues
molécules (longicine i longipaina) que poden estar involucrades en el sistema defensiu
de la paparra contra babésies i theileries (Tsuji et al., 2007 i 2008). Les dues molecules
son sintetitzades a |'epiteli intestinal de la paparra. Estudis in vitro han demostrat que
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inhibeixen la proliferacid dels merozoits de Theileria equi i de Babesia microti,
tanmateix, no hi ha evidencies in vivo de I'efecte en el cicle del parasit (Chauvin et al.,

2009).

2.4, Estudis de prevalenca

La distribucié de les diferents especies de piroplasmes depén clarament de Ia
distribucié del vector. En el cas de B. bigemina, la distribucié és basicament mundial en
les zones temperades. Els estudis de prevalenga suposen un dels primers passos per a
I'estudi de la malaltia en una zona determinada. En la taula 1 es resumeixen els
resultats d'alguns dels estudis epidemiologics publicats fins a l'actualitat per a B.

bigemina.

Taula 1. Resum dels resultats (% positius) dels estudis epidemiologics publicats per a B.

bigemina.
Localitzacio Tecnica Referéncia
ELISA IFI Tecniques
moleculars
© Bélgica 11-20 Lempereur et al., 2012
© | Espanya (Menorca) 6 Almeria et al., 2001
& Espanya (Menorca) 6 Almeria et al., 2002
Espanya (Menorca) 5,7 Almeria et al., 2009
Espanya (Menorca) 17,2 Ros-Garcia et al.,
2012b
Espanya (Pais Basc) 2,7 Garcia-Sanmartin et
al., 2006
Grécia 15,2 Papadopoulos et al.,
1996
Italia 0 Sparagano et al., 2000
Italia 23,1 Crigoli et al., 2002
Italia 70-82 Tassi et al., 2002
Italia 27,5 7,7 Torina et al., 2007a
Italia 17,4 Cassini etal., 2012
Italia 4,2 Cecietal., 2014
Portugal 52 34 Silva et al., 2009
Portugal 0,9 Silva et al., 2010
Portugal 7,8 Gomes et al., 2013
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© Angola 1 Kubelova et al., 2012
&E | Kénia 12-49 Gitau et al., 1997
= [Kenia 90 Martins et al., 2008
Marroc 10,8 Sahibi et al., 1998
Mogambic 46 Marufu et al., 2010
Mocgambic 76 Tembue et al., 2011b
Nigeria 29,4 Ajayi i Dipeolu 1986
Sud-africa 62,42 Dreyer et al., 1998
Sud-africa 30 36,5 Terkawi et al., 2011
Sudan 51 Salih et al., 2008
Sudan 10,7 Salih et al., 2009
Sudan 0,3 Salih et al., 2007
Sudan 4 Awad et al., 2011
Sudan 25-50 Malak et al., 2012
Tanzania 27-43 Swai et al., 2005
Tunisia 4,3 M’ghirbi et al., 2008
Zambia 0-14,6 Simuunza et al., 2011
© | Filipines 6,4 Yuetal., 2013
<2 | India 0,6 Nair et al., 2011
Malaisia 16 Rahman et al., 2010
Pakistan 13 Durrani i Kamal 2008
Siria 18,84 21,74 15,46 Terkawi et al., 2012
Sri Lanka 30,1 Sivakumar et al., 2012
Tailandia 69,1 75,8 Iseki et al., 2010
Tailandia 21 Caoetal, 2012
Taiwan 0,6 Tsai etal., 2011
Turquia 0,77 Altay et al., 2008
Turquia 43 Ekici i Sevinc 2009
Vietnam 54 Geurden et al., 2008
Vietnam 3,5 Sivakumar et al., 2013
Vietnam 42,6 60 16 Lietal, 2014
© Brasil 94,3 Madruga et al., 2001
= | Brasil 75,5 Barros et al., 2005
£ | Brasil 99,2 Guedes et al.,, 2008
Brasil 90,5 Da Trindade et al.,
2010
Brasil 9,5 de Mendoza-Costa et
al., 2013
Brasil 34 Souza-Amorim et al.,
2014
Bolivia 32 Carrique-Mas et al.,
2000
Carib 65 Knowles i Montrose
1982
Costa Rica 44-50 Pérez et al., 1994
Costa Rica 59,1 1,34 Shebish et al., 2012
Guatemala 90 29 Teglas et al., 2005
Venecuela 8,5 Melendez et al., 1997
‘ Australia 70,5 ‘ Sserugga et al., 2003
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3. Patogeéniaii clinica

La patogénia de les babesiosis esta relacionada amb I'alliberament de moléecules

actives per part del parasit i la destruccio d'eritrocits.
3.1. Alliberament de molecules

Durant l'inici de la infeccid, la cal-licreina plasmatica s’activa degut al dany cel-lular i
esterases alliberades pel propi parasit. Aquesta cal-licreina plasmatica causa
I'alliberacié de quinines responsables de l'augment de la permeabilitat vascular,

vasodilatacio i I'activacio dels factors de coagulacid.

El propi parasit també allibera molécules actives (esterases i proteases) que eviten la
degradacio del fibrindgen, causant un increment dels nivells de fibrina responsable de

I'aparicié de microtrombus.

L'accio conjunta de la cal-licreina i la fibrina afavoreixen la instauracié d’'un quadre de
coagulacié intravascular disseminada (CID). Aquesta coagulopatia condueix a
I'establiment estasi circulatoria amb aparicié d'edemes, anoxia tissular i shock

(Mahoney, 1977).

3.2. Hemolisi i anémia

L'anémia hemolitica que apareix en el decurs de la malaltia esta causada per la
destruccié dels eritrocits. Aquesta destruccid esta causada per la multiplicacio
intraeritrocitaria del parasit, I'accié dels macrofags que fagociten tant els eritrocits

infectats com els que no i per I'augment de la fragilitat osmotica d’aquests.

Tanmateix, no totes les babésies manifesten la mateixa patogénia. Aixi, la infeccid per
B. bovis no altera gaire la fragilitat eritrocitaria (Mahoney, 1977) mentre que en el cas
de B. bigemina tant els eritrocits infectats com els que no, poden presentar aquesta

alteracioé que afavoreix la lisi cel-lular.
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En B. bigemina, es considera que la patogenia esta principalment relacionada per
I'hemolisi intravascular, essent la causa de coagulopaties, hipotensié i citoadheréncia

(Bock et al., 2004).

d’altra banda, s'ha descrit la preséncia de autoanticossos en les infeccions per B.
bigemina i B. gibsoni, que podrien jugar un paper en la destruccié dels eritrocits no

infectats (Goés et al., 2007).

La destruccié gradual dels eritrocits acaba desencadenant un quadre d’anémia,
causant I'anoxia i en conseqiiéncia, lesions tissulars. En B. bigemina el pronostic depéen
del grau de parasitemia ja que pot variar d'una infeccié subclinica a aguda, on es
poden presentar més del 40% d'eritrocits infectats. En canvi, la infeccié per B. bovis
presenta un pronostic greu tot i que la parasitemia en sang periférica sol ésser molt

reduida (0,2 - 0,04%) (Zintl et al., 2005).

3.3. Quadres clinics i lesions

El periode d’incubacié pot variar depenent de la via d’infecci6 i del nombre

d’organismes inoculats, generalment oscil-la entre 2 i 8 dies.

Allred et al. (2007) va descriure que el grau de parasitémia, en abséncia d'immunitat

previa, redueix el periode d’incubacid pero no afecta a la gravetat dels simptomes.

La febre (41 - 41,52C) sol apareixer a causa de la parasitemia aguda i té una durada de
3-7 dies. En aquest estadi I’'animal també pot presentar apatia i anoréxia. En les vaques
gestants s'han descrit quadres d'avortaments i en els mascles s'han observat periodes
de disminucié de la fertilitat de fins a 6 o 8 setmanes. Degut a la congestio de les
mucoses durant aquest periode febril, I'aneémia podria passar desapercebuda (Bock et

al,, 2004).

L'anémia apareix en iniciar-se la sindrome hemolitica que va acompanyada

d’hemoglobinuria, hemoglobinémia i ictericia.
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En el cas de B. bovis, la multiplicacié del parasit en les cel-lules endotelials pot causar

signes neurologics com tremolors i ataxia (Mahoney, 1977).

En els animals que es recuperen del pic inicial de parasitemia (fase aguda), la febre
torna als valors normals i I'animal recupera la gana. En aquest procés hi ha
aparentment una eliminacié del parasit en sang periférica, perd es tracta d’una
eliminacié parcial. L’animal entra en una fase subclinica de durada variable on es van

repetint fluctuacions de nivells baixos de parasitemia.

En les formes lleus de babesiosi, pot apareixer febre entre 39-409C, anoreéxia i
depressié. No sol presentar-se hemoglobinuria ni hemoglobinemia, perdo pot haver

ictericia.

En el cas de B. bigemina, els animals que es recuperen de la fase aguda es mantenen
com a portadors, mantenint-se infectius per a les paparres de 4 a 7 setmanes (Bock et

al., 2004).

Les lesions més freqlients durant una babesiosi aguda corresponen a la congestid i un
augment de la grandaria dels organs abdominals, especialment la melsa. També
s’observa ictericia, colecistitis amb la presencia de bilis d’aparenga granulosa i

hemorragies a epicardi i endocardi (Bock et al., 2004).

En les babesiosis subagudes la canal de I'animal s’observa pal-lida i icterica amb

diferents graus de congestid tissular.

A nivell microscopic poden detectar-se focus necrotics al fetge on es pot detectar
eritrofagocitosi. També congestid a pulmons, cor, melsa i limfonodes. En cas de
parasitacid per B. bovis, les lesions encefaliques s’observen com a dilatacié dels espais

perivasculars i edema intersticial.
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4. Resisténcia a Babesia spp.
4.1. Immunitat

En general, es considera que la immunitat contra la infeccid per B. bovis depén d'una
forta resposta innata basada en I'activacié de macrofags, amb fagocitosi i alliberacié de

metabolits toxics.

Durant la infeccié aguda en els animals sense contacte previ amb B. bovis, la primera
barrera de defensa és la resposta immune innata a la melsa (figura 3). S’'observa que
vedells esplenectomitzats resistien la infeccié causada per una soca homologa pero no
en cas d’infeccions causades per soques heterologues (citat per Bock i de Vos, 2001).
De fet, el mateix autor va demostrar que els animals esplenectomitzats
desenvolupaven parasitemies més elevades, suggerint que la melsa juga un paper clau
en la immunitat enfront a Babesia (Callow, 1977; citat per Bock et al., 2004) tal i com ja
havien considerat altres autors (Lohr, 1973; Wright i Keer, 1977). Christensson (1987)
va observar que els vedells sense anticossos calostrals es mantenien resistents com
qgue si n"havien rebut, suggerint que la immunitat cel-lular tenia un paper clau en la

resisténcia a la infeccio.

D’altra banda, s’ha observat que determinades fraccions de membrana de les babésies
(Stich et al., 1998; Brown, 2001) es comporten de la mateixa manera que el DNA
d’alguns bacteris, és a dir, com un potent activador de les cél-lules presentadores
d’antigen (CAP) estimulant la produccié d'interleuquines (IL-12 i I1L-18) (Goff et al.,
2006b) per part de macrofags i cel-lules dendritiques. Aquestes interleuquines
alliberades activen les cél-lules natural killer (NK) de la melsa que responen amb una
produccié d'alts nivells d’interfer6 gamma (IFN-y) (Estes et al., 1994; Shoda et al., 2000;
Garcia et al., 2004; Brown et al., 2006; Goff et al., 2006b). L’ IFN-y és una citoquina
clau ja que modula la immunitat innata i I'adquirida tant a nivell cel-lular com humoral
(Goff et al., 1998 i 2001), activa els mondcits (Goff et al., 1996; Stich et al., 1998) i
regula la sintesi de 1gG, opsonitzants per part dels limfocits B (o cel-lules B) (Estes et al.,

1994).
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Els monocits activats/macrofags tenen dues funcions efectores primordials: d’una
banda, produeixen oxid nitric (NO), que és un radical lliure extremadament reactiu,
amb capacitat tant d’eliminar patogens com de danyar cel-lules de ['hoste,
desencadenant la lisi dels eritrocits infectats. Fins i tot s’ha observat que és capag
d’inhibir el desenvolupament d’altres parasits intracel-lulars a més de Babesia, com ara
Leishmania o Plasmodium, ja que en presencia de NO els parasits s'observen en la seva
forma degenerada (o ‘forma critica’) (Johnson et al., 1996; Stich et al., 1998). D’altra
banda, fagociten els merozoits lliures al torrent sanguini (vius o morts) aixi com els
eritrocits infectats (Goff et al., 1984a i 2006b). A més a més, junt amb les cel-lules
dendritiques, també produeixen una gran quantitat de citoquines reguladores com IL-
12, IL-15 i IL-18 que seran importants per a la resposta immune adquirida durant la

fase cronica de la malaltia.

La resposta immunitaria només és protectora si I'lFN-y i la IL-12 es produeixen en els
estadis inicials, previs a la produccié de IL-10 (Goff et al., 2001). La IL-10 és alliberada
per algunes cél-lules mononuclears (Goff et al., 1998) i té un efecte immunosupressor,
inhibint les funcions efectores dels macrofags i I'activitat dels limfocits Th1, per tal de
prevenir respostes inflamatories prolongades que podrien danyar els teixits (Goff et al.,
2001). Goff et al. (2001) observa que en els vedells infectats, els nivells de IFN-y
arribaven al seu maxim el dia 6 post infeccid, en comparacié als 11-13 dies en els
adults mentre que la IL-10 comenca a apareixer al dia 7 post infeccid assolint un nivell
maxim al 10é dia, tant en vedells com en adults (Goff et al., 2002a). De manera que
['autor va concloure que en els individus adults, quan la produccié d’ IFN-y i IL-12 es
produeix en paral-lel amb la IL-10, permet la proliferacié del parasit (Goff et al., 2001 i
2002a). En canvi, els vedells que sén resistents a la infeccid, produeixen IL-12, IFN-y i

NO previament a IL-10 (Goff et al., 2002a; Brown et al., 2006).

També hi intervé I'activacié del sistema del complement que permet l'alliberacio de
substancies vasoactives (C3a i C5a), afavorint la fagocitosi (C3b i C5b) i lisant els

eritrocits infectats (C8 i C9) (Morilla, 1981).
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La immunitat adquirida enfront B. bovis sembla estar relacionada amb l'activacié de
limfocits TCD4+ especifics d’antigen i I' IFN-y (Brown et al., 2001). Els limfocits Thl
alliberen IFN-y i els Th2 secreten la IL-4, necessaris tant per a I'estimul dels limfocits B
que produeixen IgGs com per a l'activacié dels monocits (figura 3). Tanmateix, en
funcid de les citoquines alliberades, una via dels limfocits pot inhibir I’altre (Goff et al.,

2001 2002b).

Degut a que Babesia no té fases extracel-lulars en I'hoste vertebrat, la immunitat per

limfocits TCD8+ es creu que és menys important.

La resposta immune humoral no permet I’eliminacié completa del parasit pero sembla
ajudar a controlar la parasitémia a través de la citotoxicitat cel-lular depenent
d'anticossos. Segons |'estudi realitzat per Goff et al. (1984b) en el que van avaluar
diferents Immunoglobulines, observa que la citotoxicitat estava mitjancada

principalment per IgG;.

En relacid a les IgM, s'han dissenyat estudis en vedells infectats per B. bigemina
(O’Donoghue et al., 1985) i B. divergens (Christensson, 1987) i en ratolins infectats per
B. microti (Chen et al., 2000). En general, les IgM es detecten cap al dia 7 post infeccio,
arribant a un pic entre els 12-22 dies per anar disminuint posteriorment. Es considera
gue aquesta resposta d'lgM transitoria, indicadora de fase aguda, podria ser utilitzada

per al diagnostic en fases inicials de la malaltia.
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Figura 3. Vies i regulacié de la immunitat efectora en I'hoste vertebrat durant la infeccié amb B.
bovis. Fletxes en color blau: alliberacié/accié potenciadora. Fletxes discontinues taronges:
accié inhibitoria. Adaptat i modificat de Chauvin et al. (2009).



Les IgG, en canvi, semblen tenir una funcid d’opsonitzacié. Ajudarien a controlar la
parasitémia estimulant un augment de la fagocitosi un cop la infeccié aguda s'ha resolt
(Estes et al., 1994; Brown et al., 2001; Goff et al., 2002b). Altres funcions de la
immunitat humoral, no del tot conegudes, sén la neutralitzacié de I'adherencia dels
merozoits lliures als eritrocits i de la adheréencia dels eritrocits infectats amb B. bovis a

les cel-lules endotelials (Brown et al., 2006).

La immunitat adquirida és especifica per a cada soca del parasit (Mahoney et al., 1979).
Mahoney et al. (1979) van descriure que en el cas de B. bovis, I'administracié d’un
serum hiperimmune o d'anticossos IgG; i I1gG, a un animal mai exposat al parasit, el
protegeix de la infeccid encara que I'animal estigui esplenectomitzat, probablement
degut a que els anticossos especifics administrats ja actuen com a opsonines per a

incrementar la fagocitosi de la babesia.

Les IgG enfront B. bigemina apareixen cap al dia 20 post infeccié mentre que les anti-B.
bovis apareixen cap al dia 10 (Guglielmone et al., 1997). En ambdues babeésies, la
immunitat es manté durant quatre anys (Bock et al, 2004). Tanmateix, s'ha de
considerar que la preséncia d'anticossos no és necessariament indicatiu d'immunitat,

simplement de contacte amb el parasit.

Durant infeccié cronica, la persistencia de nivells baixos de parasitémia sembla
requerir l'activacié de la resposta immune adquirida. Les cel-lules mononuclears
fagocitaries alliberen IL- 12, IL-15 i IL-18, que actuen sinérgicament contribuint a
I’estimul de la produccié de IFN-y per part de diferents limfocits Tap (especialment els
limfocits TCD4+), els limfocits Tyd i les cél-lules NK (Brown et al., 2001; Goff et al.,
2006b). Amb aquesta altra via el control de la infeccié també esta mediat per la
produccié d’lgGs neutralitzants dirigides contra merozoits extracel-lulars (Brown et al.,
2001) i contra els antigens de superficie variables dels eritrocits infectats (VESA1)

(Allred et al., 1994 i 2000).
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Els bovins que sobreviuen a la infeccid inicial, tant naturalment com per tractament

farmacologic, esdevenen portadors i resistents a la malaltia clinica.

4.2. Resisténcia natural
4.2.1. Especificitat d'hoste

En general, les babésies sdn molt especifiques d'hoste en condicions naturals (Kania et
al., 1995) i sovint és necessari esplenectomitzar els animals per a poder establir una
infecciéd experimental en un altre tipus d’hoste (Mahoney, 1977). Encara que si es
tracta d'hostes molt emparentats, és possible detectar la mateixa Babesia, com és el
cas de B. bigemina o B. bovis que afecta diferents especies de remugants com s'ha

descrit anteriorment.

S'han descrit algunes excepcions respecte a |'especificitat d'hoste. De fet, Chauvin et al.
(2009), considera que el rang d’hostes d'algunes babésies podria ser menys restrictiu
del que es pensava. En el cas de B. microti, es considera que pot afectar a varies
especies de micromamifers i també a humans (Schnittger et al.,, 2012). B. divergens
també s'ha descrit en un ampli rang de remugants domestics i salvatges, rosegadors i
primats (Garnham i Bray, 1959; Carcy et al., 2006; Malandrin et al., 2009). De fet, B.
divergens i B. odocoilei presenten similituds en la seqlienciacié amb B. venatorum
(Babesia sp. EU1) que afecta a humans (Herwaldt et al., 2003; Haselbarth et al., 2007),
com es dona també amb la Babesia sp. KO1 que afecta a humans i babésies que s'han

aillat d'ovelles (Kim et al., 2007b).

81



4.2.2. Raga

Els bovins Bos taurus semblen ser més susceptibles que els Bos indicus (Morilla, 1981;
Parker et al., 1985; Duangjinda et al., 2013) a la infeccié per Babesia. Es considera que
aquest fet podria ser conseqiieéncia de la propia seleccié natural de les poblacions
bovines locals. Degut a un llarg contacte amb les paparres, es desenvolupa una
resisténcia contra elles, limitant-ne el nombre de paparres que maduren en I'hoste

(Uilenberg, 1995).

Bock et al. (1995) va realitzar un estudi amb B. indicus purs, creuats 50% de B. indicus i
B. taurus, creuats 25% de B. indicus i animals purs B. taurus. En el diagnostic clinic de la
malaltia va detectar que B. taurus era la que desenvolupava unes parasitéemies més
elevades en comparacié amb els altres grups, tant en infeccions amb B. bovis com B.

bigemina.

4.2.3. Edat

S'ha descrit una relacid inversa entre |'edat i la resisténcia a algunes babeésies, on els
joves s6n més resistents que els adults. Aquesta relacié s'ha descrit en vedells infectats
per B. divergens (Christensson, 1989), B. bovis (Trueman i Blight, 1978) i B. bigemina
(Latif et al., 1979).

Els vedells de menys de 9 mesos tenen una resisténcia innata a la malaltia causada per
B. bovis i B. bigemina (Zintl et al., 2005) que va disminuint gradualment. Els bovins
adults exposats per primer cop a la malaltia desenvolupen un quadre clinic més greu
(Uilenberg, 1995). Es el que es coneix com a resisténcia inversa a I'edat (Guglielmone

etal., 1997).

S'ha descrit que en els vedells el pic de parasitéemia es dona abans que en els adults,
pero tant I'anémia com el nivell de parasitémia sén menors en els vedells. En aquests
individus joves, la febre i I'hematocrit es recuperen rapidament i persisteixen
parasitémies baixes durant llargs periodes sense signes aparents (Trueman i Blight,

1978; Goff et al., 2003).
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En els nounats, la proteccié pot ser parcialment deguda als anticossos maternals
adquirits via calostral i que tenen una durada de dos mesos. Tot i aixi, els individus
joves romanen resistents més enlla dels dos mesos de persisténcia dels anticossos
calostrals (Trueman i Blight 1978; Toye et al., 2013), indicant que hi hauria altres vies

responsables d'aquesta resisténcia a més de la immunitat passiva.

Aquesta resisténcia immune dels individus més joves sembla ser un factor important

per al manteniment de I'estabilitat enzootica (Zintl et al., 2005).

4.3. Resisténcia adquirida
4.3.1. Soques i antigens

Poden presentar-se diferéncies de viruléncia entre soques o aillaments. Per exemple,
es considera que la soca d'Africa de B. bigemina és més patodgena que la que es troba a
Australia (Mahoney, 1977). També s'ha descrit que diferents graus de virulencia poden

coexistir en la mateixa zona geografica (Uilenberg, 1995).

Entre diferents tipus de soques no s'ha descrit proteccié creuada. Callow (1967) va
observar que l'exposicié d'animals esplenectomitzats que ja havien superat la infeccié
a la mateixa soca homologa, va causar parasitemies només en el 44% dels casos, pero
d'aquests animals, la majoria patien parasitéemies menys greus que els animals controls.
No obstant, l'exposicid6 a soques heterdlogues desenvolupava una marcada

parasitémia en tots els individus exposats.

En canvi, Wright et al. (1987) van descriure que bovins recuperats d'una infeccié per B.
bigemina, semblaven mostrar una certa resistencia a I'exposicid6 amb B. bovis. Els
autors van suggerir que aquesta reaccid creuada, podia ser deguda a una major
guantitat d'antigens protectors detectats en la membrana de B. bigemina, encara que

no es va descriure el mateix resultat protector de B. bovis cap a B. bigemina.
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4.3.2. Mecanismes d'evasid de la resposta immune

Babesia spp. ha desenvolupat estratégies per tal d'evitar o limitar els efectes de la
resposta immune per a poder persistir en I'hoste vertebrat i augmentar les

probabilitats de ser transmeses.

En algunes espécies com B. bovis o Babesia sp. WA-1, una de les estratégies d’evasio
de la resposta immune es basa en la seva capacitat d'adhesio a les cél-lules endotelials
(Dao i Eberhard 1996; Schetters et al, 1998; O’Connor i Allred, 2000). La
citoadheréncia dels eritrocits infectats en els capil-lars evita el pas de les babésies cap
a la melsa on poden ser eliminades per la immunitat cel-lular. Aquesta citoadheréncia
sembla estar causada per VESA1 (Variant Erythrocyte Surface Antigen 1), una proteina
que s'exporta cap a la superficie de I'eritrocit infectat i que esta en contacte amb el
sistema immune. La variacid antigénica d'aquesta proteina permet evadir el sistema
immune de I'hoste mentre manté la capacitat de citoadheréncia (Allred, 1994; Allred

etal, 2000i2001).

D’altra banda, els merozoits intracel-lulars es troben parcialment protegits de la
immunitat de I'hoste, pero els que es troben lliures en el torrent sanguini resten
exposats. En aquest cas, el sistema immune és evadit mitjangant la sintesi de proteines
gue actuen com antigens variables de superficie en els merozoits (VMSA),
responsables de l'adhesié a la superficie de l'eritrocit, actuant com antigens
immunodominants envers la immunitat de I'hoste. Aquestes proteines difereixen
d'una espécie a una altra i tenen un alt grau de polimorfisme antigenic intraespecie
(Chauvin et al., 2009). En el cas de B. bovis, Goodger et al. (1986) van suggerir aquesta
hipotesi al comprovar que no hi havia diferéncies entre bovins vacunats amb antigens
immunodominants i els animals no vacunats. En aquesta espéecie de Babesia, també
s’ha descrit I'evasié immune mitjancant la regié 1 (MSA-1) de la VMSA, que s'ha descrit
com la immunodominant més variable i que no confereix proteccié degut a la seva
variabilitat (Leroith et al., 2005; Carcy et al., 2006). En canvi, les regions que no sén tan
variables com la proteina associada a les roptries (RAP-1) indueixen una immunitat

parcial (Brown et al., 1998; Yokoyama et al., 2002; Mosqueda et al., 2002a).
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5. Métodes de diagnosi laboratorial
5.1. Métodes directes

El diagnostic parasitologic per meétodes directes esta basat en la identificacid
morfologica de I'agent etiologic i la disposicid espaial en els eritrocits. Es pot realitzar a
partir de frotis sanguinis o de teixits tenyits amb Giemsa per a la observacié en

microscopia optica. Els frotis sanguinis poden ser prims o gruixuts.

Els frotis prims poden fer-se de sang periférica, on s’estén la gota de sang per la
superficie del portaobjectes, recollida en tubs estérils d'EDTA o heparina. Els frotis es

deixen assecar a l'aire, es fixen en etanol i es tenyeixen amb Giemsa al 10%.

En els frotis gruixuts, la mostra de sang (uns 50 pl) no s’estén pel portaobjectes ni
s'aplica metanol, només s'asseca amb aire calent i es tenyeixen amb Giemsa al 10%.
Aixd permet la lisi dels eritrocits i la concentracié dels parasits, essent més sensible
que els frotis prims (Bock et al., 2004; OIE, 2010). La sensibilitat per als frotis gruixuts
pot permetre detectar un parasit per cada 10° eritrocits, perd la diferenciacié a nivell

d’especie es veu dificultada degut a la concentracié (OIE, 2010).

La identificacid i la carrega de l'organisme mitjancant frotis sanguinis ajuda a
considerar si el parasit observat pot estar associat amb el quadre clinic detectat
(Mahoney, 1977). Aquesta tecnica resulta especialment util durant la fase de
parasitémia perd quan un animal esdevé portador o bé en casos d’infeccions per
determinades especies de Babesia, la parasitéemia es manté molt baixa i en
consequiencia, la sensibilitat de la técnica disminueix de manera important (Eriks et al.,
1989; Birdane et al., 2006). Aquest és el cas de les infeccions per B. bovis que en
adherir-se a a les cel-lules endotelials, presenten unes parasitémies reduides (<1% dels
eritrocits infectats), mentre que en infeccions per B. bigemina o B. divergens les
parasitemies poden afectar al 20-30% dels eritrocits. Per aquest motiu, quan la
parasitémia és baixa es recomana recollir la mostra en capil-lars sanguinis superficials
on els eritrocits tendeixen a acumular-se, incrementant per tant la probabilitat de

detectar algun eritrocit infectat (Aikawa et al.,, 1985; Bock et al., 2004). Mentre que
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guan la parasitemia és elevada, la mostra pot ser recollida de grans vasos com la

jugular o la vena caudal.

El diagnostic post-mortem pot fer-se a partir de frotis de ronyd, cor, melsa i fetge.
Tanmateix, la diferenciacié d’espeécies de Babesia es complica a partir d’'una hora de la

mort de I’'animal degut a canvis morfologics del parasit (Mahoney, 1977).

Una altra técnica de diagnostic parasitologic de Babesia spp. es basa en la deteccid
d’esporoquinets en I'hemolimfa de paparres a partir de les 72 hores posteriors a la

ingestio de sang d’un hoste infectat (Dipeolu i Amoo, 1984).

5.2. Immunodiagnostic

Es consideren d’especial utilitat en aquells casos on no sigui viable la deteccié directa
de l'agent etiologic. En general, les técniques serologiques més utilitzades per al
diagnostic de B. bigemina presenten uns valors a partir d’'un 95% de sensibilitat i 92,5%

d’especificitat (Molloy et al., 1998; Goff et al., 2008; Kim et al., 2008).

5.2.1. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Inicialment les tecniques d’ELISA es van desenvolupar a partir d'antigens crus o

parcialment purificats obtinguts a partir de sang d’animals infectats experimentalment.

L'ds d'aquestes proteines antigéniques per adherir-les a la fase solida de I'ELISA ha
estat utilitzat en nombrosos estudis descrits per al diagnostic de diferents espécies de
babésies com B. bigemina (0'Donoghue et al., 1985), B. bovis (Waltisbuhl et al., 1987;
de Echaide et al., 1995), B. divergens (Purnell et al., 1976) i B. caballi (Weiland 1986).
Ara bé, la gran variabilitat de resultats i els nombrosos casos de reaccions creuades
entre babésies van fer desestimar I'Gs d’aquests tipus d’antigens. Waltisbuhl et al.,

(1987) també van descriure reaccions creuades amb Anaplasma.
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Les técniques d’ELISA van avancar en la utilitzacio d’antigens recombinants i anticossos
monoclonals. L'estudi de Bose (1995) va comparar els resultats obtinguts per al
diagnostic serologic de B. bovis mitjancant técniques ELISA amb antigens
semipurificats o recombinants. Amb I'is d’aquests ultims, s’eliminaven els falsos
positius i també el soroll de fons (background) que dificultaven la lectura de resultats.

Alhora, va permetre treballar amb antigens estandarditzats.

Posteriorment, van desenvolupar-se altres ELISAs indirectes per a la deteccié de B.
bigemina (Tebele et al., 2000; Bono et al., 2008). L'estudi de Tebele et al. (2000) va
utilitzar un nou antigen recombinant, anomenat p200, un antigen propi d’una proteina
estructural del merozoit, que conté uns epitops (C1A) que fusionats amb la glutathione
S-transferasa (GST) reaccionen especificament amb els anticossos enfront B. bigemina.
L’ds d’aquest antigen va permetre detectar seroconversié als 14 dies post infeccid i
que es mantenia detectable fins als 228 dies. Posteriorment, aquest antigen
recombinant seria utilitzat per a desenvolupar un kit d’ELISA comercial (B. bigemina-Ab

Svanovir ®, Svanova) amb un 96% de sensibilitat i un 97,5% d’especificitat.

Els ELISA de competicid (ELISAc) van ser desenvolupats per tal de millorar I’especificitat,
ja que els anticossos especifics de I'animal entren en competéncia amb els
monoclonals, inhibint la seva unié, de manera que l'aparicié de color és degut a la

manca d’IgG especifica en el serum problema bovi, i per tant, seronegativitat.

Molloy et al. (1998) va desenvolupar a Australia un ELISAc que utilitzava un antigen
purificat de merozoits que eren reconeguts per anticossos monoclonals. Tot i que la
sensibilitat fou del 95,7% i l'especificitat del 97% i no es van detectar reaccions

creuades, I'ts d'antigens purificats feia que fos dificil d’estandarditzar.

Un altre ELISAc per a B. bovis va ser desenvolupat per Goff et al. (2003) als EUA a partir
dels estudis de Kappmeyer (1999) en B. caballi. En aquest estudi Goff et al., van
desenvolupar I'ELISAc partint de la premisa que l'epitop d’un tipus de proteina
associada a les roptries (RAP-1) de B. caballi era molt similar al de B. bovis, i per tant,
seria reconegut per un anticos monoclonal especific. Estudis posteriors van validar la
tecnica amb un 91% de sensibilitat i 100% especificitat (Goff et al., 2006a). L’efectivitat

d’aquesta RAP-1 es comprova en B. bigemina (Boonchit et al., 2006) i finalment, Goff
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et al. (2008) van acabar desenvolupant un ELISAc per a B. bigemina pero essent prou
especifica per no donar reaccions creuades amb B. bovis. Tanmateix, els valors de
sensibilitat i especificitat variaven entre un 94,7% i 98,3% o un 87,2% i 100%

respectivament, segons el % d’inhibicié establert com a cut-off.

Actualment, els ELISAc desenvolupats per Molloy et al. (1998) i Goff et al. (2008) sén

els més utilitzats en el diagnostic de rutina per a B. bigemina.

5.2.2. Dot-ELISA

En l'estudi de Montenegro-James et al. (1990) es va descriure el desenvolupament
d'un Dot-ELISA que mostra uns bons resultats i presenta els avantatges de ser més
rapid, barat i simple de dur a terme que ELISA indirecte. Els resultats van mostrar una
sensibilitat del 93% i una especificitat del 96%, sense detectar reaccions creuades

entre B. bovis i B. bigemina.

5.2.3. Fixacié de complement

Es una técnica que ha estat utilitzada per al diagnostic de varies espécies de Babesia
tant B. bigemina i B. bovis com per a B. ovis, B. canis o B. caballi. Encara que en bovins
I'especificitat es considera suficientment alta, ja que només presenta un 1-2% de falsos
positius, la seva sensibilitat resulta molt variable (20-70%) (Cossio-Bayugar et al., 1997;
Bradway et al., 2001). En general, no resulta una técnica fiable per al diagnostic (OIE,

2010).
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5.2.4. Immunofluorescencia indirecta (IFI)

La IFl per a la deteccié de Babesia va ser inicialment desenvolupada per Ristic el 1964,
per a la deteccid d'anticossos enfront B. caballi en cavalls portadors. Posteriorment,
s'ha aplicat per a d'altres espécies com B. bigemina (Burridge et al., 1973), B. major
(Morzaria et al., 1977), B. canis (Vercammen et al., 1995), B. microti (Krause et al.,
1994) i B. divergens (Duh et al., 2007). Estudis amb B. bovis de Jonston et al. (1973)
mostraven un 3-4% de falsos positius perd amb una sensibilitat de fins a 98%

(Mahoney 1977).

Encara que en general presenten una bona sensibilitat i especificitat (Mosqueda et al.,
2012), la OIE (2010) no recomana la utilitzacié de les tecniques d'IFl per al diagnostic

de les babesiosis bovines degut a les reaccions creuades entre B. bigemina i B. bovis.

5.2.5. Cultius in vitro de Babesia spp.

Estan basats en el metode desenvolupat per (Levy i Ristic, 1980) on s’obté un cultiu de

Babesia spp. a partir d’'una mostra d’eritrocits parasitats.

S’han utilitzat per demostrar la presencia d’hostes portadors a diferents espécies de
babesies (Holman et al., 1993). Encara que la parasitéemia detectable a través de cultius
resulta variable (Bose et al, 1995), el metode es considera amb un 100%
d’especificitat. Tot i els resultats, I'aplicacié en el diagnostic es veu limitada degut al
temps necessari per a la obtencié de resultats, utilitzant-se principalment per a

atenuar la viruléencia de les soques de Babesia (Wright, 1990).
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5.2.6. Test d'immunocromatografia (TIC)

Es basa en un immunoassaig rapid basat en la migracié de la mostra per unes tires de
nitrocel-lulosa que permet la deteccid d'anticossos especifics anti-B. bigemina i B. bovis
mitjancant antigens recombinants. Aquests antigens sén proteines de superficie-2c per
a B. bovis i la RAP-1 per a B. bigemina (Kim et al., 2007a). Permet també la deteccié al
mateix temps de les dues babésies sense reaccions creuades aparents. Ha estat
descrita amb una sensibilitat i especificitat del 96,7% i92,5% per B. bigemina i de 96,7%
i 91,3% per B. bovis (Kim et al., 2008).

5.3. Técniques moleculars

La identificacid de marcadors genétics especifics ha permeés el desenvolupament de
diverses tecniques de PCR amb uns molt bons resultats en la deteccio i diferenciacio

entre diferents espécies de babesies.

Les primeres descripcions sobre PCR per a la deteccid de babésies bovines es van
descriure per a les especies més patogenes, per Fahrimal et al. (1992) en el cas de B.
bovis, i el mateix any per Figueroa et al. en el cas de B. bigemina. L'any seglient, es va
descriure una tecnica de PCR multiplex per al diagnostic de B. bovis, B. bigemina i A.
marginale (Figueroa et al., 1993). En general, aquestes técniques estan basades en la
deteccié dels gens de l'apocitocrom b (Fahrimal et al., 1992), el gen que codifica
I'antigen de superficie del merozoit (Figueroa et al., 1992) o el gen 18S rRNA (Criado-
Fornelio et al., 2003).

S'han desenvolupat altres técniques moleculars com el nested-PCR (nPCR) i la PCR a
temps real (qPCR), cada cop més sensibles i especifiques amb uns nivells de deteccid
de parasitemies cada cop més baixos (Almeria et al., 2001; Oliveira-Sequeira et al.,
2005; Costa Junior et al., 2006; Buling et al., 2007). Les qPCR permeten quantificar la
carrega parasitaria, el que pot ser util en casos com el seguiment d'una infeccid
experimental, per avaluar |'eficacia dels tractaments o estudiar el paper de portadors

subclinics com a font d'infeccié (Ros-Garcia et al., 2012a).
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Degut les limitacions de les técniques moleculars per a la deteccid de diversos
patogens alhora, també destaca en el diagnostic de les babesiosis la RLB (Reverse Line
Blot Hybridization) que Gubbels et al. (1999) va desenvolupar per al diagnostic de
piroplasmosis d'una manera més eficient. En aquesta técnica es combina I'amplificacié
per PCR amb una hibridacié mitjancant sondes especifiques per a cada agent patogen
buscat. Ha estat considerada com una de les tecniques d'eleccid per al diagnostic de
les piroplasmosis (Gubbels et al., 1999; Almeria et al., 2002; Brigido et al., 2004; Oura
et al., 2004; Garcia Sanmartin et al., 2006; Ceci et al., 2014). Tot i que la técnica de
Luminex® descrita recentment, sembla millorar-ne els resultats i podria portar a noves

vies en el diagnostic multiple (Ros-Garcia et al., 2012a i 2012b).

6. Premunicid, quimioprofilaxi i vacunes
6.1. Vacunes atenuades

El principi d'immunitat duradora que s'estableix després d'una infeccié per Babesia ha

estat utilitzat al llarg dels anys per tal de immunitzar als bovins mitjan¢ant vacunes.

Les primeres vacunes utilitzades des de finals del segle XIX, requerien de I'Us de sang
d'individus portadors, que havien superat la malaltia, per tal d'obtenir els organismes
vius com a immunogens. Tot i aconseguir la immunitat desitjada, aquestes vacunes
presenten el risc de transmissiéd d'altres agents infecciosos i la possibilitat d'una
reversié virulenta de la soca. S'ha de considerar també que els bovins vacunats
esdevenen portadors, ja que la infeccid dura uns quants mesos i actuen com a

potencials transmissors del parasit (Allred, 2007; de Waal i Combrink, 2006).

Per aix0, generalment s'utilitzen vacunes ja estandarditzades amb soques atenuades
de B. bigemina i B. bovis desenvolupades en individus esplenectomitzats (Standfast et
al., 2003; de Waal i Combrink, 2006). Aquestes vacunes contenen eritrocits infectats
amb soques determinades. Les soques s'obtenen a partir d'animals infectats de
manera natural, que han superat la malaltia i resten com a portadors. Un tractament
farmacologic selectiu elimina la presencia d'altres hemoparasits, i mitjangant passis del

parasit en vedells esplenectomitzats o per cultius in vitro es disminueix la seva
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viruléncia. La viabilitat de les soques s'avalua exposant a I'animal vacunat amb soques
heterologues virulentes i si resulten efectives es crioconserven per tal d'utilitzar-les
com a soques estandarditzades (Jongersen et al., 1989; Bock et al., 2004). Tanmateix,
els inconvenients que poden apareixer degut a I'is de vacunes vives son els mateixos

que els descrits anteriorment (Pipano et al., 2002).

Bock i de Vos (2001) van realitzar un estudi per avaluar I'eficacia i la durabilitat de la
vacuna atenuada de B. bigemina i B. bovis disponible a Australia. Els resultats van
mostrar que una sola inoculacid en vedells de 6 a 9 mesos d'edat conferia una

immunitat eficac¢ de fins a 4 anys en zones sense paparres.

Les vacunes es troben comercialitzades a paisos com Argentina, Uruguay, Sud-africa,
Australia i Israel. Es presenten en forma de vacunes congelades, que permeten una
vida util de vacuna més llarga, i les refrigerades que poden ser més economiques en el
cost de desenvolupament encara que la vida util és curta (entre 4-7 dies). Les vacunes
comercialitzades disponibles poden incloure B. bigemina, B. bovis i B. divergens per a
la immunitzacid contra aquestes babesiosis, amb o sense combinacié amb Anaplasma

centrale (Bock et al., 2004; de Waal i Combrink, 2006; OIE, 2010).

Les vacunes vives atenuades sén un dels tipus més utilitzats ja que a més d'oferir una
immunitat aproximadament el 95% dels animals, poden utilitzar-se en altres situacions.
Com ara en brots de babesiosi, per tal d'evitar la infeccié dels animals que encara no
pateixen el brot i evitar la infeccié dels animals susceptibles per la soca virulenta.
També per immunitzar vedells si s'ha donat qualsevol tipus de condicid que hagi
alterat (tant disminuint com augmentant) la poblacié de paparres i poden alterar
|'estabilitat endémica, o bé en la introduccid d'animals no infectats en zones

endémiques (Bock et al., 2004).

La vacunaci6 també comporta certs riscos. S'han descrit reaccions adverses
especialment quan s'administren en individus més susceptibles com adults o vaques
lleteres d'alta produccid. No es recomana I'Us en vaques gestants pel risc d'avortament.
| tampoc la revacunacid, ja que s'ha observat casos d'anemia autohemolitica en vedells
gue prenen calostre quan s'administra de manera repetida a la mare (de Waal i

Combrink, 2006).
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S'ha de considerar que degut a que son vacunes vives, poden perdre eficacia si
s'administren en combinacié amb un tractament farmacologic contra les babeésies ja
que la immunitat depéen de l'establiment de la infeccid i I'estimulacié antigénica en

animal.

Les vacunes recombinants podrien esdevenir un bon metode de control de les
babesiosis. Tanmateix, encara resten incognites per entendre completament el
mecanisme immune del parasit aixi com el problema que presenta la variacid
antigenica de Babesia alhora d'establir un antigen protectiu eficag. Wright et al. (1992)
va desenvolupar un estudi per avaluar la capacitat protectiva de diferents antigens de
merozoit de B. bovis, perdo només va identificar dos antigens protectius encara que els

resultats van resultar molt variables.

L'ds de vacunes a partir d'antigens obtinguts de B. bigemina o B. bovis cultivats in vitro
s'han valorat com a una alternativa, especialment quan no es poden mantenir
suficients animals portadors i lliures de malaltia per al desenvolupament de la vacuna.
Tant antigens de superficie com exoantigens (antigens solubles alliberats al medi pel
merozoit) han estat valorats com a immunogens. El seu Us pero, esta discutit ja que els
parasits cultivats semblen desenvolupar drifts antigénics si es cultiven per un temps
llarg. La immunitat que otorguen també resulta variable segons els estudis publicats

(Wright, 1990; Echaide et al., 1993; Montenegro-James et al., 1995; Bock et al., 2004).

6.2. Vacunes dirigides contra els vectors

La resisténcia de les paparres als principals acaricides utilitzats com els
organofosoforats, ha estat documentada des de fa més de 30 anys (Trapaga, 1987;
Rosario-Cruz et al., 2009). Per aix0, els estudis han anat dirigits cap a alternatives a
I'aplicacié d'acaricides, com ara I'Us de vacunes que afectin la supervivéncia de les
paparres per tal d'evitar la transmissid. La utilitzacio de paparres hibrides estéerils de R.
(Boophilus) microplus i R. (Boophilus) annulatus no es van considerar viables degut a

les dificultats de desenvolupament i cost economic (George, 1987).
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El desenvolupament durant els anys 90 de vacunes recombinants bovines amb
I'antigen Bm86 van demostrar tenir un efecte en la reduccié del nombre i la capacitat
reproductiva tant de R. (Boophilus) annulatus com de R. (Boophilus) microplus (Canales
et al., 2009). Bm86 és una proteina que es troba a la superficie de la paret intestinal de
la paparra. Aquesta proteina és utilitzada com a antigen ocult (antigen del vector que
no és reconegut pels anticossos de I'hoste ja que no es troba exposat de manera
habitual). La vacuna estimula la produccié d'anticossos especifics circulants que sén
ingerits per la paparra durant la ingesta. D'aquesta manera, es permet I'eliminacié de
la poblacid de les paparres i alhora s'afavoreix que els tractaments acaricides
necessaris per al control de vectors siguin menors (Vercruysse et al., 2007). La vacuna
comercial basada en Bm86 va estar desenvolupada a Australia com a TickGARD®
(Willadsen et al., 1995) i a Cuba com Gavac® (Canales et al., 1997). Encara que la
variabilitat en els resultats ha fet que actualment només es comercialitzi la segona, a

Nord-america i Sud-américa, perd amb una eficacia discutida (Guerrero et al., 2012).

Més recentment, diferents estudis han caracteritzat altres molécules de paparra que
poden interferir en I'adquisicid o la transmissid de Babesia. La interferéncia del RNA
(procés d'inhibicié d'elements genetics mitjancant la regulacié génica) d'un receptor
OspA (TROSPA), la calreticulina o el sérum amiloide A, semblen reduir
significativament la carrega de B. bigemina en R. (Boophilus) microplus i R. (Boophilus)
annulatus (Antunes et al., 2012). Encara que l'estudi amb una vacuna recombinant
amb calreticulina no va mostrar evidéencies de la seva eficacia (Antunes et al., 2015).
L'estudi de Merino et al. (2011) amb una vacuna recombinant amb subolesina, també
va mostrar uns resultats esperancadors, disminuint la infeccié per B. bigemina a R.
(Boophilus) microplus. Aquests resultats van ser confirmats posteriorment per de la
Fuente i Merino (2013) amb I'Us de vacunes amb subolesina (i akirina) per al control de
B. bigemina i anaplasmes entre d'altres, en diferents tipus d'artropodes transmissors

de malalties.
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6.3. Productes babesicides emprats en la quimioprofilaxi

L'ds de farmacs contra Babesia no només resulta util per a tractar els quadres clinics de

babesiosi, sind també per establir una quimioprofilaxi a través de la premunicio.

El mateix farmac que s'utilitza per al tractament des de fa anys, el dipropionat
d'imidocarb, és el que també serveix com a quimioprofilactic, ja que és efectiu tractant
i prevenint la babesiosi pero sense interferir en el desenvolupament de la immunitat
(Mehlhorn, 2008). L'acumulacié de l'imidocarb als teixits fa que tingui una accid
retardada que pot durar varies setmanes depenent de la dosi utilitzada. En bovins es
recomanen dosis d'entre 1,2 - 2,4 mg/kg via subcutania per al tractament, pero per ala
proteccid es recomanen dosis de 3 mg/kg per a adquirir una proteccid de 4 setmanes
per a B. bovis i de com a minim 2 mesos per a B. bigemina (Bock et al., 2004; Mehlhorn,

2008).

Es pot administrar abans d'una infeccié artificial (per inoculacié de sang infectada) o bé
abans de la transmissid natural per picada de paparra. En aquest ultim cas, tant la
infeccid inicial com les reinfeccions durant el periode de proteccié del farmac generen
una premunicié perd sense mostrar signes clinics. A més, per a que resulti eficag, la
taxa d'inoculacié ha de ser suficientment alta com per infectar I'animal (Mahoney,

1977).

Altres farmacs també s'han descrit com a alternatives a l'imidocarb per a permetre el
desenvolupament de premunicions en babesiosis bovines. El diaceturat de diminazé a
dosis de 3,5 mg/kg intramuscular déna una proteccié de 2 setmanes per a B. bovis i de

4 setmanes per a B. bigemina (Bock et al., 2004; Mehlhorn, 2008).

Les tetraciclines de llarga durada (oxitetraciclines) seguides de la infeccié amb Babesia
també poden reduir el nivell de parasitémia sense interferir en el desenvolupament de

la immunitat (Bock et al., 2004; Mehlhorn, 2008).
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V. ESTUDI 1- Seroprevalenca de les hemoparasitosis
causades per Anaplasma spp. i Babesia bigemina en la
poblacié bovina a Catalunya
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Seroprevalenca de les hemoparasitosis causades per Anaplasma spp. i
Babesia bigemina en la poblacié bovina a Catalunya

Introduccio

L'anaplasmosi i la babesiosi bovina sén malalties transmeses per paparres que es
caracteritzen per cursar amb quadres de febre, anémia i ictericia durant la fase aguda
de la malaltia. Els animals que es recuperen i no eliminen la infeccid esdevenen

portadors amb nivells baixos de parasitémia, actuant de font d'infeccié per als vectors.

L'anaplasmosi bovina esta causada per una rickettsia (ordre Rickettsiales) d'amplia
distribucié a les zones tropicals i temperades d’arreu del mén. Rhipicephalus, Ixodes i
Dermacentor sén alguns dels géneres de paparres que es descriuen com a vectors.
D'altra banda, les babesiosis més importants sén les causades per B. bigemina i B.

bovis, transmeses per paparres del geénere Rhipicephalus i Ixodes.

La limitada informacié a Catalunya sobre la distribuciéd d’aquestes hemoparasitosis
dificulta seguir-ne I'evolucié. Tot i aix0, estudis en I'area mediterrania podrien fer
pensar que també es trobessin establertes (Papadopoulos et al., 1996; Sahibi et al.,
1998; de la Fuente et al., 2005b; Birdane et al., 2006; Torina et al., 2007b; Ros-Garcia
et al., 2012b). A Catalunya el clima principal és el Mediterrani, dividit segons les
caracteristiques pluviomeétriques i de temperatura en: litoral/prelitoral, amb limitades
precipitacions mitges anuals (500-700 mm) on la influéncia maritima manté unes
temperatures suaus, el continental sec on les precipitacions son més reduides que
I’anterior (400-500 mm), el continental humit que presenta major amplitud termica i
precipitacions més abundants (700 mm) i per ultim, el pirinenc/prepirinenc amb
precipitacions més elevades i principalment a I'estiu (900-1200 mm). A més, Catalunya
també presenta la comarca de la Vall d’Aran que és d’influéncia Oceanica (o Atlantica),
amb unes precipitacions constants al llarg de I'any (900 mm) i amb temperatures més
moderades que altres indrets Pirinencs. Aquesta variabilitat climatologica, i de
vegetacio, permet I'establiment de diverses espécies de paparres arreu del territori

(Estrada-Pefa et al., 1995; Estrada-Pefia, 2000) que poden actuar com a vectors.
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Els sistemes de maneig basats en la cria en extensiu afavoreixen el contacte dels
bovins amb les paparres que es troben fora de I'explotacié i per tant, la disseminacio
de les malalties. A més de coneéixer la seroprevalenca, el present estudi té com a
objectiu avaluar diferents factors relacionats amb I’animal, el maneig i les explotacions,
per tal de determinar quins d’ells es poden considerar com a factors de risc a

Catalunya.

Material i métodes
Disseny de I’estudi i mostreig

L'estudi es va realitzar a partir d’un total de 1285 mostres procedents d’una col-leccié
de sérums d’arreu de Catalunya. Dues localitzacions d’interés es van tenir en compte
en la seleccié de mostres aleatoria sobre la base de dades, la zona nord-oest (Vall
d’Aran, Pallars Jussa, Pallars Sobira i Alta Ribagor¢a) d’on s’hi van incloure 350 serums,
i la zona sud (Ports de Tortosa-Beseit) incloent-ne 182. La resta de serums (753), es van
seleccionar a partir del nombre de mostres necessaries calculat pel programari WinEpi
amb el 99,5% de confianga i un marge d’error del 5%. Assumint una prevalenga
estimada del 50% sobre una poblacié coneguda de I'any 2010 de 555.829 bovins
catalans (idesCat). Les explotacions d’origen per a les 753 mostres van ser
seleccionades en la base de dades a partir de la divisio climatica de Catalunya (figura 1)
per a disposar d’explotacions per a cada clima. Mitjancant el programari IBM SPSS
Statistics v.20 es van seleccionar aleatoriament els serums sobre les explotacions

disponibles.

A partir del questionari epidemiologic recollit en la realitzacié de la col-leccié de
serums, es van obtenir les dades pel que fa a I'animal (raga, aptitud, edat i sexe). Les
dades sobre el maneig (si surt a pasturar) es van obtenir a través d’entrevistes i
consultes epidemiologiques a persones relacionades amb cada explotacié. | pel que fa
a la localitzacid6 de I'explotacié, a partir de les coordenades geografiques es va
determinar l'altitud i el clima, segons les dades disponibles a I'Atles Nacional de

Catalunya (ICGC 2009).
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Figura 1. Divisid climatica de Catalunya segons I'Atles Nacional de Catalunya (ICGC 2009).

Estudi serologic - Anaplasma

Per a l'analisi es va utilitzar una tecnica d’ELISA de competicié (ELISAc) comercial
(Anaplasma antibody test kit cELISA ®, VMRD, Inc., Pullman, WA) seguint les
instruccions del fabricant (veure Annex Il: procediment 1). La lectura de la densitat
optica de I'ELISA es va realitzar utilitzant I'espectrofotometre Labsystems Multiskan RC

utilitzant el filtre de 620 nm.

A partir de la densitat Optica es va calcular el percentatge d'inhibicié segons la formula
100 - [(DO mostra*100)/( DO mitja controls negatius)]. El cut-off es va establir en 230%
d'inhibicié per a les mostres positives i segons les recomanacions del fabricant, els

resultats s’obtenen en positiu/negatiu.
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Estudi serologic - Babesia

L'analisi dels serums per a la deteccié d'anticossos enfront Babesia bigemina es va
realitzar mitjancant una técnica d'ELISA indirecte comercial (B. bigemina-Ab Svanovir®,
Svanova Biotech, Uppsala, Sweden), seguint les instruccions del fabricant (veure Annex
II: procediment 2). La lectura de la densitat optica de I'ELISA es va realitzar utilitzant

I’espectrofotometre Labsystems Multiskan RC utilitzant el filtre de 405 nm.

A partir de la densitat Optica es va calcular el percentatge de positivitat (PP) segons la
féormula (DO mostra/DO mitja controls positius)*100. Es van considerar com a mostres
positives les que van obtenir un valor PP>40, negatives les d'un PP<25 i els valors
intermedis es van considerar dubtosos. Aquests van ser reanalitzats un segon cop
seguint el mateix procediment. Segons el procediment del fabricant, els resultats

s’obtenen en positiu/dubtds/negatiu.

Analisi estadistic

Per a I'analisi estadistic dels resultats, es va dissenyar un model lineal generalitzat que
utilitza equacions d'estimacié generalitzades mitjancant el programari IBM SPSS

Statistics v.20 (veure Annex | per al fonament i interpretacié del model).

Degut a que la prova estadistica necessita una variable dicotomica (amb només dos
resultats: positiu/negatiu), les mostres de serum amb un resultat dubtds es van
eliminar de l'estudi estadistic, restant una poblacio total de 1186 per a fer I'analisi

estadistic. Els p-valors <0,05 van ser considerats com a significatius.

Resultats

Serums analitzats

De les 1285 mostres seleccionades, 724 serums van correspondre a bovins de carn,

379 de bovins lleters i 182 animals de lidia. El nombre d'explotacions van ser de 116
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per als bovins carnis, 36 per les vaques lleteres i les 9 explotacions de lidia. La

distribucié de les explotacions d'origen dels serums es mostra a la figura 2.
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@ Llet
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Figura 2. Geolocalitzacié de les 161 explotacions d'origen segons I'aptitud dels animals.

El nombre d’animals recollits per a cada factor (o variable) es mostren a la taula 1. Les
variables continues com I'edat o Ialtitud van ser convertides a variables categoriques.
L’edat es va agrupar en tres rangs amb un nombre similar de sérums en: animals de
fins a 2 anys (n=354), entre 3 - 6 anys (n=492) i a partir de 7 anys (n=439). | I'altitud de
les explotacions (en metres) es va agrupar en: de 0-199, 200-499, 500-999 i 1000-1999.

El model estadistic es va realitzar tenint en compte per una banda la racga i I'aptitud per
I'altra. Les races es van classificar en tres aptituds: aptitud carnia (Bruna dels Pirineus,
creuats de carn, Xarolesos, Salers, Blonde d’Aquitaine i altres), aptitud lletera (Frisones

i creuats d’aquestes) i d’aptitud de lidia (raca Lidia junt amb els creuats de lidia). En
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‘altres' es van agrupar les races Pirinenca, Llemosina, Parda Alpina, Gasconne,

Simmental, Rotbunte i Albera, ja que no arribaven a 5 individus per raca.

Estudi serologic

De les 1285 mostres analitzades, la seroprevalenca obtinguda per a Anaplasma spp. va
ser del 39,9 % (37,2 - 42,6%) (interval de confianga al 95%). En el cas de Babesia

bigemina, la seroprevalenca va ser del 54,4 % (IC 51,6 - 57,1).

A la taula 1 es mostren el nombre d'animals analitzats per a cada categoria i els

resultats de les proves ELISA sobre el total de la poblacié (n=1285).

Estudi serologic d’ Anaplasma spp.

La distribucio dels resultats segons |'edat de I'animal es representen a la figura 3.
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Figura 3. Distribucid dels resultats de I'ELISAc per a la deteccié d'anticossos enfront a
Anaplasma spp. (n= 1285).

104



Taula 1. Seropositius per a cadascun dels factors de les mostres analitzades (n=1285).

Factor Categoria n Nombre de % Nombre de %
seropositius seropositius seropositius seropositius
Anaplasma  Anaplasma Babesia Babesia
Raga Bruna 360 190 52,8 150 41,7
Frisona 369 51 13,8 225 61
Creuada 276 107 38,8 155 56,2
Lidia 132 76 57,6 77 58,3
Creuada de 50 45 90 42 84
Lidia
Xarolesa 42 17 40,5 18 42,9
Salers 24 14 58,3 17 70,8
Blonde 10 3 30 5 50
d'Aquitaine
Altres 22 10 45,5 10 45,5
Edat 0-2 354 87 24,6 169 47,7
(anys) 3-6 492 187 38 280 56,9
27 439 239 54,4 250 56,9
Sexe Femella 1249 499 40 681 54,5
Mascle 36 14 38,9 18 50
Pastura No 393 95 24,2 201 51,1
Si 892 418 46,9 498 55,8
Clima Oceanic 67 43 64,2 18 26,9
Med. pre- 533 218 40,9 267 50,1
/pirinenc
Med. 149 53 35,6 94 63,1
continental
sec
Med. 148 38 25,7 97 65,5
continental
humit
Med. pre- 388 161 41,5 223 57,5
/litoral
Provincia Lleida 541 231 42,7 249 46
Girona 272 65 23,9 154 56,6
Barcelona 215 52 24,2 123 57,2
Tarragona 257 165 64,2 173 67,3
Altitud 0-199 318 84 26,4 171 53,8
explotacié 200 - 499 229 96 41,9 143 62,4
(metres) 500 - 999 429 208 48,5 237 55,2
1000 - 1999 309 125 40,5 148 47,9

n: nombre de mostres.
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Estudi estadistic d’ Anaplasma spp.

Per a I'analisi estadistic tant d'Anaplasma spp. com de B. bigemina es van eliminar els
animals que presentaven valors dubtosos, establint la poblacié total per al model en

n= 1186 sérums.

El model estadistic detecta significatius els factors relacionats amb I'animal (raga i
edat), de coinfeccid (Anaplasma-Babesia) i localitzacié geografica (clima, provincia i

altitud) (taula 2).

El factor 'sexe' va ser eliminat del model ja que no es van detectar diferéncies

significatives (p-valor >0,05).
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Taula 2. Model estadistic: mitjanes ajustades (%) i error tipic del model lineal generalitzat per a
Anaplasma spp. (n=1186).

Factor Categoria n Mitjana  Error Sig. Bonferroni
ajustada tipic
(%)
Raca Bruna 340 63 6,6 0,000*
Frisona 339 19 3
Creuada 252 42 4,4
Lidia 122 44 7,4
Creuada de Lidia 47 60 14
Xarolesa 33 18 5,1
Salers 23 58 12
Blonde d'Aquitaine 10 19 10,2
Altres 20 60 14
Edat 0-2 332 29 4,7 0,000%*
(anys) 3-6 454 40 4,8
>7 400 51 49
Seropositiu No 487 36 4,7 0,027*
Babesia Si 699 44 4,9
Pastura No 357 41 5,9 0,577
Si 829 38 4,0
Clima Oceanic 65 45 10,2 0,000*
Med. pre-/pirinenc 498 24 5,4
Med. continental sec 136 48 7,9
Med. continental 130 30 8
humit
Med. pre-/litoral 357 56 9,7
Provincia Lleida 509 26 4,2 0,000*
Girona 253 37 6,7
Barcelona 192 29 6
Tarragona 232 69 7,3
Altitud 0-199 294 12 4,4 0,000*
(metres) 200 - 499 205 41 6,7
500 - 999 397 66 4,8
1000 - 1999 290 52 6,6

n: nombre de mostres. Sig. Bonferroni: p-valor segons la correccié de Bonferroni (* factor
significatiu).
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Taula 3. Resultats del model lineal generalitzat per a Anaplasma spp. en el total de la poblacié
tenint en compte I'aptitud.

Poblacio total

(n=1186)
Factor Categoria n Mitjana Error tipic  Sig.
ajustada (%) Bonferroni
Edat (anys) 0-2 332 31 3,7 *0,000
3-6 454 44 3,6
>7 400 51 3,8
Aptitud Carnia 669 47 2,7 *0,000
Lletera 348 15 2,2
Lidia 169 70 5,2
Seropositiu  No 487 36 3,3 *0,001
Babesia Si 699 47 3,6
Pastura No 357 40 4,5 0,483
Si 829 43 2,7
Clima Oceanic 65 59 7,5 *0,005
Med. pre-/pirinenc 498 37 4,1
Med. continental sec 136 45 4,6
Med. continental 130 35 5,9
humit
Med. pre-/litoral 357 33 2,8

n: nombre de mostres. Sig. Bonferroni: p-valor segons la correccié de Bonferroni (* factor
significatiu).

A la taula 3 es mostra el resultat del model estadistic per a la poblacié de n=1186. En
aquesta taula s'agrupen les races segons les aptituds i s'eliminen factors com la
provincia o l'altitud de I'explotacié que no aporten dades significatives i el seu efecte
es troba inclos en el clima. En les taules 4,5 i 6 s'avaluen els mateixos factors per a
cadascuna de les aptituds per separat.
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Taula 4. Resultats del model lineal generalitzat per a Anaplasma spp. dels animals d'aptitud

carnia.
Aptitud carnia
(n=669)
Factor Categoria n Mitjana Error Sig. Bonferroni
ajustada (%)  tipic
Edat (anys) 0-2 154 37 4,3 *0,013
3-6 199 46 4,5
27 316 52 3,8
Seropositiu No 316 42 3,6 0,198
Babesia Si 353 48 3,8
Pastura No 143 37 4,7 *0,003
Si 526 53 3,1
Clima Oceanic 65 56 7 *0,000
Med. pre-/pirinenc 391 38 3,3
Med. continental 60 66 6,6
sec
Med. continental 53 25 5,9
humit
Med. pre-/litoral 100 41 5

n: nombre de mostres. Sig. Bonferroni: p-valor segons la correccié de Bonferroni (* significatiu).
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Taula 5. Resultats del model lineal generalitzat per a Anaplasma spp. dels animals d'aptitud
lletera.

Aptitud lletera

(n=348)
Factor Categoria n Mitjana Error Sig.
ajustada (%) tipic Bonferroni
Edat(anys) 0-2 146 3 1,1 *0,022
3-6 180 10 2,8
>7 22 3 2,4
Seropositiu  No 121 3 1,3 0,077
Babesia Si 227 7 2,1
Pastura No 214 7 2,5 0,06
Si 134 3 1,2
Clima Oceanic - - - *0,012
Med. pre- 95 12 4,3
/pirinenc
Med. continental 69 1 0,8
sec
Med. continental 77 10 3,7
humit
Med. pre-/litoral 107 3 1,5

n: nombre de mostres. Sig. Bonferroni: p-valor segons la correccié de Bonferroni (* significatiu).
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Taula 6. Resultats del model lineal generalitzat per a Anaplasma spp. dels animals d'aptitud de
lidia.

Animals de lidia

(n=169)
Factor Categoria n Mitjana Error Sig.
ajustada (%) tipic Bonferroni
Edat (anys) 0-2 32 42 8,9 *0,000
3-6 75 61 6,6
27 62 88 4,7
Seropositiu No 50 59 7,9 0,095
Babesia
Si 119 74 5
Pastura No - - - N.E.
Si 169 - -
Clima Oceanic - - - N.E.
Med. pre- - - -
/pirinenc
Med. continental - - -
sec
Med. continental - - -
humit
Med. pre-/litoral 169 - -

n: nombre de mostres. Sig. Bonferroni: p-valor segons la correccié de Bonferroni (* significatiu).
N.E.: parametre no estimat
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Estudi serologic - Babesia bigemina

La distribucio dels resultats segons I'edat dels animals es representa a la figura 4.
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Figura 4. Distribucid dels resultats de I'ELISA per a la deteccid d'anticossos enfront a Babesia
bigemina (n=1285).

Estudi estadistic - Babesia bigemina

Els resultats del model lineal generalitzat obtinguts per a cadascun dels factors

analitzats es troben a la taula 7, sobre la poblacié de n=1186.

Els resultats mostren diferéncies significatives dins els factors propis de I'animal (raca,
edat), de coinfeccid, factors de maneig (pasturar) i de localitzacié geografica (clima,

provincia).
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Taula 7. Model estadistic: mitjanes ajustades (%) i error tipic del model lineal generalitzat per a

Babesia bigemina (n=1186).

Factor Categoria n Mitjana Error Sig.
ajustada tipic Bonferroni
(%)
Raga Bruna 340 51 6,5 0,000*
Frisona 339 78 3
Creuada 252 62 4
Lidia 122 34 6,9
Creuada de Lidia 47 60 13,4
Xarolesa 33 37 10,2
Salers 23 76 9,7
Blonde d'Aquitaine 10 72 13,3
Altres 20 51 14,6
Edat 0-2 332 52 5,1 0,015*
(anys) 3-6 454 59 4,6
>7 400 65 4,3
Seropositiu No 705 54 4,5 0,016*
Anaplasma Si 481 63 4,3
spp.
Pastura No 357 49 5,2 0,000*
Si 829 68 3,7
Clima Oceanic 65 33 9,1 0,000*
Med. pre-/pirinenc 498 58 6,3
Med. continental sec 136 74 5,5
Med. continental humit 130 73 6,9
Med. pre-/litoral 357 52 7,3
Provincia Lleida 509 40 5,4 0,000*
Girona 253 57 6,3
Barcelona 192 47 6,5
Tarragona 232 84 4,2
Altitud 0-199 294 50 8,7 0,214
explotacio 200 - 499 205 59 6
(metres) 500 - 999 397 59 4,7
1000 - 1999 290 67 5,3

n: nombre de mostres. Sig. Bonferroni: p-valor segons la correccié de Bonferroni (* significatiu).

Com en el cas d'Anaplasma spp., es van avaluar els mateixos factors segons |'aptitud dels
animals, per al total de la poblacié (taula 8), i per cada aptitud per separat (taules 9,10 11).

Eliminant els factors no significatius com el sexe dels animals, la provincia i I'altitud de les

explotacions.
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Taula 8. Resultats del model lineal generalitzat per a Babesia bigemina en el total de la
poblacié tenint en compte I'aptitud.

Total
(n=1186)
Factor Categoria n Mitjana Error Sig.
ajustada (%) tipic Bonferroni
Edat (anys) 0-2 332 50 3,8 *0,002
3-6 454 59 3,1
27 400 65 3,5
Aptitud Carnia 669 50 2,7 *0,000
Lletera 348 67 3,2
Lidia 169 58 5,7
Seropositiu No 705 53 3,2 *0,001
Anaplasma Si 481 64 3
spp.
Pastura No 357 51 4 *0,000
Si 829 65 2,5
Clima Oceanic 65 27 6,2 *0,000
Med. pre-/pirinenc 498 54 3,5
Med. continental sec 136 71 4,6
Med. continental 130 76 4
humit
Med. pre-/litoral 357 62 2,7

n: nombre de mostres. Sig. Bonferroni: p-valor segons la correccidé de Bonferroni (* significatiu).
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Taula 9. Resultats del model lineal generalitzat per a Babesia bigemina dels animals d'aptitud

carnia.
Aptitud carnia
(n=669)
Factor Categoria n Mitjana Error ig.
ajustada (%) tipic Bonferroni
Edat (anys) 0-2 154 41 4,4 *0,002
3-6 199 52 4,6
27 316 59 3,7
Seropositiu  No 346 48 3,7 0,197
Anaplasma  Si 323 54 3,8
spp.
Pastura No 143 41 4,9 *0,001
Si 526 60 3,2
Clima Oceanic 65 19 4,8 *0,000
Med. pre-/pirinenc 391 41 3,4
Med. continental 60 78 6,5
sec
Med. continental 53 64 7
humit
Med. pre-/litoral 100 54 5

n: nombre de mostres. Sig. Bonferroni: p-valor segons la correccié de Bonferroni (* significatiu).
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Taula 10. Resultats del model lineal generalitzat per a Babesia bigemina dels animals d'aptitud

lletera.
Aptitud lletera
(n=348)
Factor Categoria n Mitjana Error tipic
ajustada (%) Bonferroni
Edat (anys) 0-2 146 71 5,4 0,317
3-6 180 75 4,6
27 22 84 8,1
Seropositiu No 304 69 4,7 *0,012
Anaplasma Si 44 84 6,1
spp.
Pastura No 214 74 5,3 0,078
Si 134 81 5,3
Clima Oceanic - - - 0,159
Med. pre- 95 74 6,1
/pirinenc
Med. continental 69 73 7,5
sec
Med. continental 77 85 4,7
humit
Med. pre-/litoral 107 76 6,3

n: nombre de mostres. Sig. Bonferroni:

p-valor segons la correccié de Bonferroni (* significatiu).
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Taula 11. Resultats del model lineal generalitzat per a Babesia bigemina dels animals d'aptitud
de lidia.

Animals de lidia

(n=169)
Factor Categoria n Mitjana Error Sig.
ajustada (%) tipic Bonferroni
Edat (anys) 0-2 32 58 8,9 0,147
3-6 75 76 5,4
27 62 64 7,8
Seropositiu No 55 58 7,7 0,095
Anaplasma Si 114 74 4,7
spp.
Pastura No - - - N.E.
Si 169 - -
Clima Oceanic - - - N.E.

Med. pre-/pirinenc - - -
Med. continental - - -
sec

Med. continental - - -
humit

Med. pre-/litoral 169 - -

n: nombre de mostres. Sig. Bonferroni: p-valor segons la correccié de Bonferroni (* significatiu).

N.E.: parametre no estimat.

El model estadistic també ha avaluat que la coinfeccié té una influéncia significativa si
s'estudia la poblacié general. De fet, un 25,9% dels animals estudiats presenten una

coinfeccié Anaplasma-Babesia.
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Discussio

Les seroprevalences detectades van ser del 39,9% per a Anaplasma spp. i del 54,4%

per a Babesia bigemina.

Es considera que les piroplasmosis bovines es troben disseminades per tota la
Peninsula Ibérica, en especial a la zona centre i sud (Castella i Almeria, 2002; Garcia-
Sanmartin et al.,, 2006; Sanchez-Murillo et al., 2013), encara que la informacié
disponible per B. bigemina es troba limitada a Menorca (Almeria et al., 2001, 2002 i
2009; Ros-Garcia et al., 2012) i al Pais Basc (Garcia-Sanmartin et al., 2006). En aquest
ultim estudi, la deteccié de B. bigemina per RLB va ser del 2,7%. En canvi a Menorca,
que té un clima Mediterrani litoral com part de Catalunya, la prevalenca d’infeccié de B.
bigemina era aproximadament del 6% mitjancant técniques de PCR i RLB (Almeria et
al., 2001, 2002 i 2009), encara que recentment amb I'Us de técniques Luminex® s’ha
observat un augment dels positius fins al 17,2% (Ros-Garcia et al., 2012). Tanmateix, la
informacié sobre estudis serologics es troba molt limitada. A Catalunya, trobem
estudis de babesiosis causades per B. ovis amb seroprevalences variables entre 6-58%
en petits remugants domestics (Ferrer et al., 1998a; Ferrer et al., 1998b) i un 12% en
silvestres (Ferrer et al., 1998c; Marco et al., 2000) a la zona dels Ports de Tortosa-
Beseit. Pel que fa a les anaplasmosis bovines, a |'Estat espanyol es descriuen
seroprevalences del 76% per Anaplasma spp. (ELISAc) i deteccions d’A. marginale del
40% per PCR a Castella la Manxa (Naranjo et al., 2006). En aquesta Comunitat
Autonoma també s’ha descrit un 10% de seroprevalenga en cérvols obtinguda per
ELISAc (de la Fuente et al., 2004a) i a Extremadura estan descrits de casos clinics en
bovins en extensiu per A. marginale (Sanchez-Murillo et al., 2013). A Italia, on les
hemoparasitosis sén freqlients (Torina et al., 2007a i 2007b), les seroprevalences es
mostren elevades (60%) mitjancant I'ELISAc enfront Anaplasma spp., mentre que les
confirmacions per PCR es situen entre el 10-60% per A. marginale (Torina et al., 2007a
i 2008b). En el cas de B. bigemina, Torina et al. (2007a) detecten seroprevalences del
27,5% per IFl i un 8% per confirmacié en PCR. Aquests resultats suggereixen que les
seroprevalences altes son indicatives de contacte amb els hemoparasits (i per tant
amb els vectors infectats), pero que la infeccié no sempre es troba present en tots els

bovins.
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Un dels factors importants en l'epidemiologia tant de l'anaplasmosi com de la
babesiosi és I'edat dels animals. En el present estudi observem que el risc d'infeccié en
el total de la poblacié s’incrementa amb I'edat de I'animal (Zintl et al., 2005; Swai et al.,
2005; Birdane et al., 2006; Jonsson et al., 2008; Urdaz-Rodriguez et al., 2009; Cassini et
al., 2012; Atif et al., 2013), probablement degut a un major temps d’exposicid a les
picades de paparres infectades. En el cas de la babesiosi pero, els bovins lleters i els de
lidia presenten una positivitat similar en tots els rangs d’edat (taula 10 i 11). Els estudis
de Pérez et al. (1994) i Salih et al. (2008) també han descrit aquest cas en les
babesiosis, considerant en el cas de Pérez et al. (1994), factors com |'estrés nutricional
o un pic en la taxa d'inoculacié. Gitau et al. (1997) també descriu que els vedells que es
crien en extensiu estan més exposats a les paparres, i per tant, desenvolupen
anticossos més elevats. En el present estudi, tot i que els animals de lidia sempre es
crien en extensiu, no es podria descartar cap hipotesi ja que no coneixem |'estat

nutricional dels vedells o la preséncia de vectors.

La raca o l'aptitud dels bovins també es mostra significativa. En I'anaplasmosi, els
bovins d'aptitud de lidia presenten una seropositivitat del 70% (taula 3). Aquests
animals es crien en extensiu als Ports de Tortosa-Beseit (Tarragona), on s'ha descrit la
preséncia de Rhipicephalus bursa (Ferrer et al., 1998b; Estrada-Pefia, 2000), que pot
actuar com a vector d'Anaplasma (Kocan et al., 2004; de la Fuente et al., 2005b). | els
bovins lleters mostren la seropositivitat més baixa per a Anaplasma spp. (15%)
probablement pel régim de cria en intensiu (Gitau et al., 1997; Urdaz-Rodriguez et al.,
2009; Awad et al., 2011). Tot i aix0, en el cas de B. bigemina els resultats mostren tot
el contrari. Sorprenentment, els bovins lleters presenten una seropositivitat (67%)
superior a la resta de bovins analitzats (taula 8). Com s'ha esmentat anteriorment,
factors d'estrés que afectin al sistema immunitari i taxes d'inoculacions elevades
(Pérez et al., 1994; Salih et al., 2008) o la introduccié de paparres a través del farratge
a l'explotacié (Swai et al., 2005) podrien ser factors a considerar tot i que no han estat

avaluables en el nostre cas.
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El maneig dels bovins també ha mostrat diferéncies segons el sistema de cria. En
Anaplasma spp., sortir a pastura ha resultat significatiu en els bovins d'aptitud carnia
(taula 4) més a més, |'alta seropositivitat dels bovins de lidia es relaciona amb la cria
exclusiva en extensiu. Aquest sistema de cria a més d'afavorir el contacte amb els
vectors (Gitau et al., 1997; Urdaz-Rodriguez et al., 2009; Awad et al., 2011), també ho
permet amb remugants silvestres que poden actuar de reservoris (de la Fuente et al.,
2005b; Naranjo et al., 2006; Torina et al., 2012) i per tant, es considera un factor clau
(Maloo et al., 2001; Rubaire-Akiiki et al., 2004; Swai et al., 2005; Urdaz-Rodriguez et al.,
2009; Cassini et al., 2012). En els bovins lleters la seroprevalenca de |'anaplasmosi és
baixa, perd mostra una tendéncia (p-valor=0,06) a ser més seropositiva quan no surten
a pasturar (taula 5). Tot i que no coneixem si hi ha establert un control de vectors,
alguns autors suggereixen el paper de dipters com Stomoxys calcitrans com a vectors
d'Anaplasma (Potgieter i Stoltsz, 2004; Baldacchino et al., 2013). En el cas de la
babesiosi, sortir a pasturar ha estat considerat com a significatiu en tots els casos

(Mahoney, 1977; Tice et al., 1998; L'Hostis i Seegers, 2002; Bock et al., 2004).

En el cas dels factors relacionats amb la localitzacié geografica de I'explotacid, en
Anaplasma spp. ha resultat significativa I'altitud, perd0 es pensa que no té tanta
influencia ni importancia en la transmissid de malalties transmeses per paparres
(Estrada-Pefia, comunicacid personal), ja que principalment depén de factors com el
clima i la vegetacid (Morley i Hugh-Jones, 1989; Estrada-Pefia et al., 2008). En
I'anaplasmosi, els tipus de climes que es valoren amb més risc per als bovins carnis sén
molt diferents, des de les temperatures calides del Mediterrani continental sec, al fred
i humit de I’Oceanic. Aquests resultats tant variables podrien suggerir que per a les
paparres vectores, les condicions microclimatiques de la zona siguin possiblement més
importants per al manteniment de les seves poblacions (Morley i Hugh-Jones, 1989;
Perez et al., 1994; Estrada-Peina, 2001). A més també s'ha de tenir en compte que la
transmissié mecanica per dipters hematofags és possible en Anaplasma, el que podria

fer variar els resultats i fa que causi una malaltia menys previsible (Jonsson et al., 2008).
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En B. bigemina, el clima Oceanic és manté amb menys seropositivitat en tots els grups,
el que pot suggerir que el clima més fred i humit no afavoreix la presencia de paparres
com R. bursa (Papadopoulus et al., 1996; Manilla, 1998; Sahibi et al., 1998; Castella et
al., 2001).

Segons la classificacié de Norval citada per Tice et al. (1998) ens podriem trobar, en
general, davant una situacio d'inestabilitat endemica en el cas de les dues malalties ja
que les seroprevalences detectades es troben entre 21-60%. En aquesta situacio seria
d'esperar que es presentessin casos clinics tant d'anaplasmosi com de babesiosi bovina
de manera esporadica a Catalunya. En aquestes situacions d'inestabilitat, la majoria
d'animals sén susceptibles a la infeccid perque no han adquirit resisténcia ja que la
taxa d'inoculacid és baixa, i es crea un risc de patir quadres de malaltia clinica
(Mahoney, 1977; L'Hostis i Seegers, 2002). Es desconeix perd si els animals rebien
algun tipus de tractament acaricida que alterés les dinamiques poblacionals de les

paparres.

El diagnostic amb tecniques ELISA ha demostrat ser un eina eficac¢ per al diagnostic de
les hemoparasitosis (Tebele et al., 2000; Hofmann-Lehmann et al., 2004; Strik et al.,
2007; Bono et al., 2008). El kit utilitzat enfront Anaplasma té una sensibilitat del 95% i
una especificitat del 98% segons indica el fabricant i es considera una de les tecniques
d'eleccio (Torioni de Echaide et al., 1998; Kocan et al., 2010; OIE, 2012), pero tot i aixo,
nomeés permet la identificacié a nivell de génere. Per tant, encara que es considera que
A. marginale és I'especie més important que afecta als bovins en zones on es troben
diferents espécies d'anaplasmes (Hornok et al., 2007; Torina et al., 2008a i 2008b), no
es poden descartar altres espécies. En el cas d’Anaplasma phagocytophilum, té com a
vector Ixodes ricinus, que requereix unes condicions climatologia que només es troben
al nord de Catalunya (Estrada-Pefia, 2000). Anaplasma centrale resulta I'especie menys
patogena, perd recentment s’ha descrit a Italia causant malaltia clinica en bovins
(Carelli et al., 2008) i ha estat detectada en cérvols a la Rioja (Portillo et al., 2001).
Alguns autors també suggereixen el paper de reservori dels cérvols en aquestes

especies d'anaplasmes (Portillo et al., 2001; de la Fuente et al., 2004a i 2004b).
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En el cas de Babesia, la tecnica d'ELISA comercial utilitzada mostra segons el fabricant
un 96% de sensibilitat i un 97,5% d’especificitat. Tot i aixi, la técnica ha presentat 99
resultats dubtosos, que podrien ser deguts tant per titols no suficientment alts o per
reaccions inespecifiques. Per tant, al no haver realitzat una prova de confirmacié,
caldria tenir en compte que a la Peninsula Ibérica han estat caracteritzades a nivell
molecular altres babesies a més de B. bigemina com sén B. bovis, B. major, B.
occultans i B. divergens (Navarrete et al., 2002; Garcia-Sanmartin et al., 2006; Ros-
Garcia et al., 2012b) encara que com descriuen els autors, la seva distribucié depén de

la preséncia de les paparres vectores.

Les coinfeccions entre hemoparasits sén freqlents (Cringoli et al., 2002; Torina et al.,
2007a; Guedes et al., 2008; Salih et al., 2009; de Mendonca-Costa et al.,, 2013) i
possiblement les diferencies detectades en I'analisi estadistic més que significar un risc

superior, estiguin relacionades a que els hemoparasits comparteixen vectors.

En resum, les seroprevalences obtingudes en I'estudi reflecteixen que tant
I'anaplasmosi com la babesiosi bovina es poden trobar distribuides al llarg del territori
catala, i que per tant, s'haurien de considerar a I'hora d'establir un diagnostic
diferencial i un control efica¢ de vectors segons el sistema de cria i maneig dels animals

per a cada explotacid.
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VI: REVISIO DE LA BESNOITIOSI BOVINA
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1. Presentacio general

1.1. Introduccio

La besnoitiosi bovina és una malaltia parasitaria causada per Besnoitia besnoiti, un

protozou formador de quists tissulars.

Durant els ultims anys, I"'augment de casos clinics a Europa ha fet replantejar a les
autoritats i els investigadors la importancia de la malaltia i les mesures a establir-ne
per al control. Els primers diagnostics a Franca ja descrivien una malaltia principalment
cutania que es va anar establint de manera endéemica al llarg dels anys. L'intercanvi
d’animals subclinics, determinades mesures de maneig a I'explotacié o I'activitat de
determinats insectes sén factors que probablement hagin afavorit la propagacié arreu

dels paisos intracomunitaris i la resta del mén.

La primera descripcié de besnoitiosi bovina a Espanya va ser per Juste et al. (1990) a
Navarra i el Pais Basc. Des d’aquests vint-i-cinc anys, tot just en els ultims deu anys
s’inicia I'’estudi i el seguiment de la malaltia arreu del pais. Encara que en alguns punts
no es té constancia de la incidencia de la malaltia, els estudis més recents confirmen

també aquesta disseminacid.

Generalment es tracta d’una malaltia cutania de curs cronic i baixa mortalitat, el que
probablement ha fet que al llarg dels anys hagi estat una malaltia no gaire considerada.
Perd les pérdues en produccions i fertilitat poden tenir unes conseqliencies
economiques importants per a les explotacions bovines en cas que apareguin brots de

malaltia.

Un dels problemes de la malaltia és que quan s’ha instaurat a I'explotacidé no hi ha cap
tractament completament eficag, de manera que molts cops, els animals resten com a
portadors i actuen com a propagadors del parasit. Per tant, millorar en el coneixement
de la malaltia aixi com en les mesures de control i prevencid, son mesures basiques per

a evitar aquesta reemergéncia.
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1.2. Historia

Es creu que les primeres referéncies de la besnoitiosi bovina es troben a Franca, a
finals del segle IV, quan Végece descriu la fase cronica de la malaltia i 'anomena com a

“Elefantiosi”.

A principis del segle XIX, Santin descriu I’evolucié d’uns signes edematosos que podrien

ser signes de queratitis i dermatitis furfuracea en els bovins francesos afectats.

L'any 1840, els estudis de Gelle classificaven les lesions croniques més greus com a

elefantiosi leprosica o tuberculosa.

Els estudis de Lafore (1843) permeten diferenciar una fase aguda i una cronica de la
malaltia per primer cop a I'Escola Nacional Veterinaria de Toulouse. Posteriorment, el
mateix autor (1858) distingeix la fase inicial, d’estat i la fase declivi de la malaltia a

partir de la qual evoluciona cap a la cronicitat o bé la mort de I'animal.

Cadéac, el 1884, descriu la malaltia com a “I’elefantiosi i anasarca dels bovins” del sud

de Franca. Els seus estudis pero, apuntaven cap a una etiologia bacteriana.

Finalment, van ser Besnoit i Robin (1912) els que aillen el parasit a partir de lesions
cutanies, demostrant aixi I'agent causant de la malaltia. Els seus estudis revelen la
preséncia de nombrosos quists de paret gruixuda, on s’engloben una gran quantitat
d’espores, a la pell i els teixits subcutanis d’uns bovins afectats que provenien dels
Pirineus. L'agent descrit es va classificar com a Sarcocystis sp. El mateix any, Marotel va

anomenar el nou agent Sarcocystis besnoiti en honor als investigadors.

La primera descripcié de la malaltia a la Peninsula Ibérica va ser I'any 1916, quan
Franco i Borges van donar a coneixer que ja des del 1885 detectaven casos de canals

bovines amb aspecte sorrenc en escorxadors de Portugal, a la regié d’Alentejo.

Cuillé, Chelle i Berlureau (1936) aconsegueixen transmetre la malaltia a bovins sans a

través de la inoculacié de la sang d’un bovi en fase febril.

Hofmeyer (1945) va descriure per primer cop la besnoitiosi bovina al continent africa.
Pols (1954), va estudiar la morfologia de I'agent etiologic per primer cop en la sang

d’un animal i de quists en talls histologics. Bigalke (1962) va destacar la importancia
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dels quists oculars en el diagnostic de la malaltia. Posteriorment, en un estudi

experimental, el mateix autor aconsegueix la transmissié mecanica a través de vectors.

L’estudi de Peteshev et al. (1974) tanca experimentalment el cicle bioldgic del parasit,
establint el gat domestic com a I'hoste definitiu que elimina els ooquists que seran

infectius pels bovins, encara que posteriorment, cap altre estudi ho ha confirmat.

La primera descripcio de la besnoitiosi bovina a Espanya es va realitzar per Juste et al.
(1990) a Navarra i el Pais Basc, en animals que havien estat compartint pastures amb

altres bovins provinents de Franga.

* Els estudis previs al 1970, son citats per Pols (1960), Legrand (2003) i/o Freudiger
(2008)

1.3. Importancia economica i sanitaria

La importancia economica de la besnoitiosi bovina esta derivada de les perdues en les
produccions i els problemes reproductius dels animals afectats. Els animals presenten
perdua de pes i de la condicié corporal, lesions cutanies que disminueixen el valor
economic per a la produccié de cuir, problemes reproductius com esterilitat
transitoria/permanent en els mascles, avortaments o disminucié de la produccié

lletera (Cortes et al., 2005; Olias et al., 2011; Alvarez-Garcia et al., 2013).

La taxa de mortalitat sol estar situada a I'1%, tot i que en alguns casos pot superar el
10% (Jacquiet et al., 2010), amb una taxa de morbiditat superior al 80% en la mateixa

explotacié (Pols, 1960; Bigalke, 1968; EFSA, 2010).

Encara que l'impacte economic real de la malaltia no s’ha arribat a calcular, es
considera que B. besnoiti pot causar un quadre clinic greu tant en la fase aguda com en

la cronica (EFSA, 2010).

Fins a l'actualitat, no hi ha evidéncies que els parasits del genere Besnoitia siguin

antropozoonotics.
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2. ETIOLOGIA

2.1. Classificacié taxonomica

El genere Besnoitia es troba incldos en el Phylum Apicomplexa, classe Coccidia, ordre

Eucoccidiorida, familia Sarcocystidae (NCBI, 2015).

Les analisi moleculars a partir de diferents subunitats del DNA ribosomic (rDNA) i les
regions ITS-1 (internal transcribed spacer-1) han mostrat que el genere Besnoitia és
monofilétic, formant un grup germa amb el clade on es troben altres géneres de
coccidis formadors de quists com Neospora, Toxoplasma i Hammondia (Ellis et al.,

2000; Morrison et al., 2004).

Besnoitia akodoni

— Besnoitia darlingi

Besnoitia oryctofelisi

Besnoitia jellisoni

I- Besnoitia besnoiti

I.— Besnoitia bennetti
Besnoitia tarandi

Figura 1. Arbre filogenétic de set espécies de Besnoitia segons I'analisi de I'ITS-1 (Adaptat de
Dubey et al., 2004) on s'observen dos clades diferenciats. Resten B. caprae en el clade de grans
ungulats i B. wallacei i B. neotomofelis en el d'altres animals.
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Els estudis filogenetics dins el genere Besnoitia han permeés identificar deu espécies

que s’han descrit en ungulats tant domeéstics com silvestres, petits mamifers,

marsupials i reptils (figura 1). Les quatre espéecies de Besnoitia de grans mamifers

ungulats (taula 1) pertanyen a un cluster diferent de la resta d’especies que afecten a

petits mamifers i d'altres animals (Dubey et al., 2004; Jacquiet et al., 2010; Olias et al.,

2011).

Taula 1. Espécies de Besnoitia descrites i hostes naturals identificats.

Espécie Hoste intermediari Hoste Localitzacio
definitiu
Grans mamifers ungulats
B. besnoiti Bovins - Europa, Africa, Israel,
Kazakhstan, Corea del Sud,
Venecuela
Nyus - Sud-africa
Impales
Cudus
Bufals aquatics Egipte*
B. bennetti Cavalls - Sudan, Franca, Sud-africa
Ases Sud-africa, Estats Units
Mules Sud-africa
Zebres Africa
B. caprae Cabres domestiques - Keénia, Iran, Nigeria >*
Cabres salvatges Iran
B. tarandi Rens - Nord Ameérica, Europa, Asia
Caribus Nord America
Cérvols muls Canada
Bous mesquers Canada
Petits mamifers, marsupials i reptils
B. jellisoni Rosegadors - Estats Units, Sud-america
B. wallacei Rosegadors Gat Australia, Hawaii, Japé,
domestic Kénia
B. darlingi Opossums Gat Panama, Estats Units
domestic
Llangardaixos - America Central
B. akodoni Rosegadors - Brasil
B. neotomofelis | Rosegadors Gat Estats Units
domestic
B. oryctofelisi Conills Gat Argentina
domestic

Modificat de Pols (1960) i Leighton i Gajadhar (2008); *Ashmawy i Abu-Akkada (2014); *Oryan i
Azizi (2008), *Oryan et al. (2014).
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2.2. Besnoitia spp. en grans ungulats
2.2.1. Besnoitia besnoiti

Antigament havia rebut diferent nomenclatura com Sarcocystis besnoiti, Gastrocystis

besnoiti, Globidium besnoiti o Isospora besnoiti.

Es considera que B. besnoiti pot afectar a tots els bovins en general. Tanmateix, s'han
descrit diferencies en els bovins domestics i silvestres en relacié a la viruléencia i el
tropisme dels parasits, suggerint que podrien formar part d'espeécies diferents (Bigalke,

1968).

En els bovins silvestres, B. besnoiti ha estat descrita a I’Africa del Sud en cuduns
(Tragelaphus strepsiceros), el nyu blau (Connochaetes taurinus) i en impales

(Aepyceros melampus) (McCully et al., 1966).

Bigalke (1968) no va trobar diferéncies morfologiques ni immunologiques entre els
aillats de bovins, nyus i impales. L'estudi molecular d'Ellis et al. (2000) tampoc va
trobar diferéncies entre les regions ITS-1 del rDNA de diferents aillats de bovins i nyus.
Per contra, a I'estudi de Le Blancq et al. (1986) van observar dues soques diferents per
I'electroforesi de vuit enzims procedents de dos aillats diferents (citat per Jacquiet et

al., 2012).

De fet, s'han descrit diferéncies en bovins silvestres i domestics en relacié a la
viruléncia i el tropisme dels parasits aillats, suggerint que podrien formar part
d'espécies diferents (Bigalke, 1968). Les infeccions experimentals dels diferents aillats
de B. besnoiti acostumen a mostrar una viruléncia diferent quan s'inoculen a altres
animals. Per exemple, l'aillat que causa malaltia en antilops no desenvolupa quists a
bovins ni a ovins (Bigalke, 1967 i 1968), a diferencia de l'aillat de bovi, pot causar
malaltia clinica i formacié de quists en cabres, ovelles, nyus, conills i rosegadors (Pols,
1960; Bigalke, 1968). Pel que fa al tropisme, en el cas dels aillats bovins, B. besnoiti
sembla mostrar un major dermatotropisme mentre que l'aillat de nyu mostra una

tendéncia a parasitar les visceres i alhora ser menys patogena (Bigalke, 1968).
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2.2.2. Besnoitia tarandi

Va ser descrita per primer cop a Alaska per Hadwen (1922) en rens (Rangifer tarandus)
com a Fibrocystis tarandi (segons Dubey et al., 2004). També ha estat descrita a la
resta de la zona holartica del Canada, Finlandia, Suécia i Russia (Olias et al., 2011). A la
zona canadenca la besnoitiosi per B.tarandi esta considerada una malaltia emergent

(Kutz et al., 2012).

A més del ren europeu i I'america (o caribu), també sembla poder afectar al cérvol mul

(Odocoileus hemionus) i el bou mesquer (Ovibos moschatus) (Dubey et al., 2004).

Estudis comparatius semblen demostrar que B. tarandi és una espécie diferent de B.
besnoiti. B. tarandi presenta diferéncies morfologiques uUnicament a nivell
ultraesructural. En referéncia a la distribucid, es considera que la besnoitiosi bovina no
esta present en zones de besnoitiosi en rens (Lewis, 1989). Biologicament, alguns
rosegadors i lagomorfs son resistents a la infeccié per B. tarandi pero no a B. besnoiti

(Dubey et al., 2003a i 2004).

L'estudi molecular d'Olias et al. (2011) pero, no va trobar evidéncies genetiques
suficients per considerar-les com a espécies diferents. Tot i aix0, la majoria d'autors
coincideixen en que es necessiten més estudis i marcadors genétics per tal d'acabar de

discernir si son especies diferents o no.

Gutiérrez-Expésito et al. (2012) va observar reaccions serologiques creuades entre B.
besnoiti i B.tarandi en remugants silvestres al Canada. Garcia-Lunar et al. (2014) van
detectar diferéncies proteomiques entre les dues especies perd no antigens espécie-
especifics, suggerint que podrien compartir un perfil antigenic que fos el responsable

de les reaccions creuades observades.

La malaltia clinica que causa B. tarandi aixi com la localitzacié tissular de les lesions,

sén molt similars a la malaltia bovina (Ducrocq et al., 2012).

133



2.2.3. Besnoitia caprae

S’ha descrit en cabres domestiques i silvestres (Capra aegagrus) (Leighton i Gajadhar

2008).

Els estudis moleculars d’Ellis et al. (2000) suggerien que B. besnoiti i B.caprae no eren
especies diferents, ja que la regid ITS-1 del rDNA era similar entre elles. Dubey et al.
tampoc no va observar diferéncies ultraestructurals entre totes dues espécies (Dubey
et al.,, 2003a). Tanmateix, tot i la similitud en la seqliéncia de I'lTS-1, Namazi et al.
(2011) va observar que la regié ITS-2 rDNA no coincidia totalment, el que podria
justificar que fossin espécies diferents. A més, altres autors també van descriure

diferéncies a nivell ultraestructural (Oryan i Azizzi, 2008; Oryan et al., 2014).

Pel que fa a les infeccions experimentals, els aillats de B. caprae de Kenya no van ser
infectius per a rosegadors, lagomorfs, eéquids, bovins ni ovins (Bwangamoi et al., 1989;
Ng'ang'a i Kasigazi, 1994b; Oryan et al, 2014) el que sembla diferenciar aquesta
espécie de B. besnoiti. En I'estudi d'Oryan et al. (2010) pero, un aillat irania si que va

resultar infectiu per a ratolins.

La besnoitiosi caprina esta considerada enzootica a Kenya i I'lran, excepcionalment
també s’ha descrit un cas a Nigeria (Oryan et al., 2014). En zones d'Israel, el Kazakhstan

o I'Uzbekistan també s’hi han descrit casos (Olias et al., 2011).

2.2.4. Besnoitia bennetti

Es va descriure per primer cop a Franca per Henry i Masson (1922). El 1927 va ser

descrita per Going i Bennett al Sudan (citat per Pols, 1960).

Es I'espécie causant de la besnoitiosi que afecta a cavalls, rucs i mules alhora que a

zebres (Equus quagga).

Segons Pols (1960) i Bigalke (1968), estudis experimentals van demostrar una
transmissid efectiva entre equids de les soques sud-africanes. Perd aquests aillats no

van resultar infectius per a bovins, rosegadors ni lagomorfs. Els aillats dels Estats Units
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utilitzats experimentalment, tampoc van resultar infectius per a ratolins o conills

(Dubey et al., 2005).

Diversos estudis reflecteixen diferéncies moleculars suficients que fan suggerir que B.
bennetti constitueix una especie diferent de les altres (Leighton i Gajadhar, 2008)
encara que les lesions tissulars sén molt similars a les descrites en els bovins (Ness et

al., 2012).

La besnoitiosi equina es troba basicament a I’Africa afectant a cavalls. Als Estats Units
només ha estat descrita en rucs (Terrell i Stookey, 1973; Davis et al., 1997), i al
continent europeu, tret de la primera publicacié a Franga, no s'han descrit nous casos

sobre la presencia de la malaltia.

A més de les especies de Besnoitia propies d’ungulats domeéstics esmentades, s'ha
detectat la preséncia d’anticossos enfront al parasit en altres hostes ungulats, sense
arribar a identificar I'espécie. En un estudi serologic, Gutiérrez-Expdsito et al. (2012) va
detectar anticossos a Besnoitia spp. en bisons (Bison bison) al Canada. A Espanya, la
presencia de Besnoitia spp. s’ha detectat en un cérvol (Cervus elaphus) i un cabirol
(Capreolus capreolus) a través de les tecniques immunologiques de referencia
(Gutiérrez-Exposito et al.,, 2013). A Egipte també s'ha detectat seropositivitat en el

bufal aquatic (Bubalus bubalis) (Ashmawy i Abu-Akkada, 2014).

En relacié a la besnoitiosi clinica, els quadres cutanis han estat descrits en camells
(Camelus dromedarius) a Kenya, en iacs (Bos mutus) a la regié del Tibet (Olias et al.,
2011) i en un duiquer blau (Philantomba monticola) en captivitat als Estats Units (Foley

et al., 1990).
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2.3. Morfologia
2.3.1. Ooquists

Els ooquists son les fases de resistencia que s’eliminen en les femtes de I'hoste
definitiu. Els ooquists de B. besnoiti sén el-lipsoidals, d’entre 14-16 x 12-14 um, i
similars a altres de coccidis de la subfamilia Toxoplasmatinae com Hammondia o
Toxoplasma (Euzeby, 1987). No presenten micropil i I'esporont de l'interior té un
aspecte lleugerament granular i de color marronds. La seva esporulacié és exogena. Un
cop esporulen, presenten dos esporocists el-liptics amb quatre esporozoits al seu

interior.

Des de la primera descripcié feta per Peteshev et al. (1974), els ooquists de B. besnoiti

no s'han tornat a identificar en cap altre hoste.

2.3.2. Taquizoits

Sén les fases de multiplicacié rapida caracteristiques de la fase aguda de la malaltia en
I’'hoste intermediari. Es multipliguen a I'endoteli vascular on es poden trobar en

agrupacions anomenades pseudoquists.

Presenten una forma corbada i mesuren entre 5-9 x 2-5 um (Kreier 1993). Pols (1960)
en descriu dues morfologies, una forma ovalada amb un extrem lleugerament més
punxegut que detecta en sang, i una forma més corbada com de 'platan' que es troba

en els teixits.

Segons Basson et al. (1970) els taquizoits es poden trobar circulant lliures pel torrent
sanguini o bé fagocitats per algunes cél-lules mononuclears. Schares et al. (2009) va

descriure taquizoits a I'interior de monocits, macrofags i neutrofils.
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2.3.3. Bradizoits

Corresponen a la fase de multiplicacio lenta en els teixits de I'hoste intermediari. Els
bradizoits de B. besnoiti es troben principalment en histiocits i fibroblasts dins vacuols

parasitofors.

Mantenen la forma corbada de 'platan' caracteristica i mesuren entre 6-7,5 x 1,9-2,3
um (Dubey et al., 2003a). A nivell ultraestructural s'identifiquen granuls d'amilopectina
qgue fa que siguin positius a la tincid de PAS, el que permet diferenciar-los dels

taquizoits (Dubey et al., 2003a, 2013).

En els bradizoits d’algunes espécies de Besnoitia s'ha descrit la presencia d’uns
organuls anomenats 'cossos enigmatics', que no es troben presents en altres coccidis
de la familia Sarcocytidae com Toxoplasma gondii (Dubey et al., 2003a). Aquests
‘cossos enigmatics' sén estructures unides a la membrana, fusiformes i amb un nucli
electrodens. S’han descrit en B.darlingi, B.tarandi i B.oryctofelisi (Dubey et al., 2002;
Dubey i Lindsay, 2003b) mentre que no es troben presents en els bradizoits de B.

besnoiti, B.caprae ni B.bennetti (Dubey et al., 2003a).

2.3.4. Quist de Besnoitia

Els quists corresponen a l'estat de resisténcia del parasit. En el cas de Besnoitia,
engloben la cél-lula hoste i els bradizoits. Aquests quists poden arribar a mesurar fins a
1,5 mm, el que permet visualitzar-los fins i tot a ull nu, encara que generalment tenen
una grandaria entre 100-600 um. Una altra caracteristica dels quists de Besnoitia spp.
és que tenen una paret quistica de fins a 20 um de gruix. Aixo fa que tant
estructuralment com morfologicament siguin diferents a altres parasits de la mateixa

familia Sarcocystidae (Frenkel i Smith, 2003; Dubey et al., 2003a i 2013).

En totes les espécies de Besnoitia, els quists presenten una alta afinitat per la
superficie de la dermis, mucoses i seroses. Dubey et al. (2013) va descriure la formacio
d’aquests quists principalment en cel-lules com fibroblasts i histiocits, tot i que també

s’han trobat en miofibroblasts, cél-lules endotelials o cel-lules musculars llises.
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En la morfologia dels quists s'identifiquen tres capes ben diferenciades (Figura 2):

1. La capa més externa correspon a la paret quistica i hialina que engloba la cel-lula
hoste. Mesura entre 10-20 um de gruix. Prové de la reaccid adventicia del teixit de
I'hoste i esta formada de filaments concéntrics longitudinals sense organuls

diferenciables embolcallant tota la cel-lula parasitada (Dubey i Lindsay, 2003b).

2. La capa intermedia del quist correspon a la membrana cel-lular junt amb el
citoplasma de la cél-lula hoste. En aquesta capa s'observen diversos nuclis hipertrofiats

i unes projeccions similars a pseudopodis que es dirigeixen cap a la capa més externa.

3. La capa més interna del quist correspon a la membrana del vacuol parasitofor.
Mesura aproximadament uns 0,2 um de gruix. Dins d'aquest vacuol parasitofor de la

cél-lula hoste es troben els bradizoits multiplicant-se.

Vacuol

: / Bradizoits Multiplicacié
dels nuclis

Ceél-lula hoste

Figura 2. Desenvolupament de la fase quistica de B. besnoiti. Adaptat de Bussiéras i Chermette
(1992).
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La infeccid de la cél-lula hoste per part del bradizoit indueix la hipertrofia i hiperplasia
d’aquesta cel-lula, transformant-se generalment en una cel-lula multinucleada. A
diferéncia del bradizoit, el taquizoit no sembla induir la hipertrofia nuclear (Dubey et

al,, 2003b).

Un cop es forma el quist madur (vegeu taula 3 més endavant), els nuclis de la cel-lula
parasitada s’observen comprimits a la periferia del citoplasma cel-lular degut al

creixement de la massa de bradizoits i la formacié de la capa quistica.

2.4. Cicle biologic
2.4.1. Hoste definitiu
L’hoste definitiu de B. besnoiti es desconeix.

L’estudi de Peteshev et al. (1974) al Kazakhstan, suggeria que tant el gat doméstic com
el gat salvatge (Felis libyca) actuaven com a hostes definitius de B. besnoiti ja que
eliminaven ooquists via femta quan s’alimentaven de teixits parasitats. El gat
desenvolupa la fase sexual per a les especies de Besnoitia amb cicle conegut, actuant
de la mateixa manera que quan és infectat per altres parasits de la familia

Sarcocystidae.

D’altra banda, Rommel et al. (1975) també va suggerir al gos com a hoste definitiu

(citat per Olias et al., 2011).

Amb l'objectiu de descriure potencials hostes definitius, Diesing et al. (1988) van
alimentar un ampli ventall de carnivors domeéstics i salvatges, serps i voltors amb

teixits de bovins infectats sense demostrar I'eliminacié d’ooquists en cap cas.

Els estudis de Basso et al. (2011) tampoc van confirmar cap hoste definitiu. Tot i aixi,
va suggerir que el gat podria ser susceptible a la infeccid atés que va detectar

seroconversio posterior a la ingestid de teixit infectat.
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Estudis de seroprevalenca portats a terme a Franga i Espanya no van trobar evidencies
d’anticossos especifics enfront Besnoitia spp. en diverses espécies de carnivors

silvestres (Berhault, 2008; Millan et al., 2012).

La impossibilitat de reproduir la fase intestinal en cap dels hostes estudiats fa que a dia
d'avui no s'hagi confirmat I’hoste definitiu, i en conseqiiéncia, tampoc el cicle biologic

de B. besnoiti.

2.4.2. Hoste intermediari

Els bovins sén els hostes intermediaris de B. besnoiti. Tanmateix, el paper d'altres
especies animals no es descarta, ja sigui per que no es coneix completament el cicle
com per que a dia d’avui encara hi ha interrogants pel que fa a la identificacié nivell

molecular de les diferents especies de Besnoitia que afecten als ungulats.

Gutiérrez-Expdsito et al.,, (2013) van detectar quists de Besnoitia spp. en remugants

silvestres i van considerar que podrien actuar com a reservoris.

Altres autors també suggereixen que els remugants silvestres o petits rosegadors
poden tenir un rol encara desconegut en el cicle del parasit (Mehlhorn et al., 2009;

Castillo et al., 2009; Alvarez-Garcia et al., 2013).

Una altre hipotesi seria considerar que els ungulats domeéstics poden actuar com a
hostes accidentals dins d’un cicle propiament silvestre entre rosegadors i depredadors
(Kiehl et al., 2010; Basso et al., 2011; Olias et al., 2011). Aquest cicle ja esta descrit a la
branca d'espécies de Besnoitia que afecten a petits mamifers, marsupials i reptils. Pero
per ara, no hi ha evidéncies que aquestes espécies puguin ser infectives en bovins. En
aquest sentit, cal fer referéncia a l'estudi de Ng'ang'a et al. (1994a) que no va

demostrar infeccié en bovins que havien ingerit ooquists esporulats de B.wallacei.

Algunes espéecies de rosegadors han mostrat susceptibilitat a infeccions experimentals
amb B. besnoiti, encara que només els conills havien mostrat seroconversié i alhora
formacié de quists (Pols, 1960; Bigalke, 1968; Shkap et al., 1987). Recentment pero,

I’estudi experimental de Basso et al. (2011) va detectar una espécie de talp (Microtus
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arvalis) que va seroconvertir i es va poder demostrar molecularment la presencia del

parasit en teixits.

Pel que fa a infeccions naturals, només han estat descrits quists de Besnoitia spp. en
conills en arees de besnoitiosi bovina a Kenya (Mbuthia et al., 1993) o bé en ratolins
silvestres al nord de Russia en un focus de besnoitiosi en rens (Nikolaevskii, 1968, citat

per Olias et al., 2011).

2.4.3. Descripcio del cicle biologic

Es considera que el cicle és de tipus coccidia heteroxé. En el que s’inclouen fases
intestinals a I'hoste definitiu (esquizogonia i gametogonia), I'esporogonia exogena i

fases tissulars a I’hoste intermediari.

A I'hoste intermediari, els esporozoits sén alliberats dels ooquists a la llum intestinal,
envaeixen les cél-lules endotelials dels vasos sanguinis i inicien la fase proliferativa. En
aquesta localitzacio, el parasit es multiplica rapidament per endodiogénia, agrupant-se
en pseudoquists. La multiplicacié intracel-lular dels taquizoits provoca la lisi de la
cél-lula hoste i 'alliberacié d’aquests al torrent sanguini on poden trobar-se durant 4-8
dies. Durant aquesta fase de parasitémia, els taquizoits es propaguen per I'organisme,
envaint i lisant les cel-lules endotelials dels capil-lars dels noduls limfatics, mucoses o
pell. Per un procés encara desconegut, els taquizoits penetren dins de les cel-lules del

teixit connectiu i es transformen en bradizoits.

Per tal de continuar amb la descripcié dels estadis durant el cicle biologic, es posa com
a exemple el cas conegut de B.oryctofelisi. Quan el teixit parasitat és ingerit, els
bradizoits de I'interior dels quists s’alliberen a la llum intestinal i infecten les cel-lules
epitelials de la lamina propia de l'intesti prim. En aquest punt s’inicia la fase de
reproduccié asexual o esquizogonia. La cel-lula hoste hipertrofia el seu nucli,
I'esquizont es forma dins un vacuol parasitofor i els merozoits es multipliquen per
endopoligénia. Els esquizonts es desenvolupen a diferents localitzacions segons
I'especie de Besnoitia (Dubey et al., 2003a). En el cas de B. wallacei es formen a l'ili

mentre que en B.darlingi i B.oryctofelisi es desenvolupen en el jeju. Posteriorment, els
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merozoits son alliberats de nou a la llum intestinal, infecten novament les cél-lules
epitelials i desenvolupen la fase de reproduccié sexual o gametogonia. S'inicia llavors
la formacid dels microgametocits i macrogametocits, que donaran lloc als microgamets
i macrogamets respectivament. Un cop el microgamet fecunda el macrogamet es
forma el zigot que acabara formant I'ooquist. En 6-8 dies |'ooquist és eliminat en
femtes al medi ambient sense esporular. L’esporogonia exogena es completa en 2-4
dies i forma dos esporocists dins I'ooquist, on cadascu conté els quatre esporozoits
infectius. La ingestid de I'ooquist esporulat per part d'un bovi permet que a nivell de la
llum intestinal, s’alliberin dels esporozoits. Aquests envaeixen les cel-lules endotelials

dels vasos sanguinis iniciant la fase de taquizoit.

En aquelles espécies de Besnoitia on es coneix el cicle complet, com B. oryctofelisi, la
transmissid es déna per la ingestié dels quists tissulars per part del gat que actua com
a hoste definitiu. En el cas de B. besnoiti, aquesta via es considera poc probable (Pols,
1960; Bigalke, 1968) ja que no s’ha descrit I'evolucié del parasit en cap hoste definitiu.
Segons Frey et al. (2013) i Alvarez-Garcia et al. (2013), la transmissié entre hostes
intermediaris seria considerada la més important per a la disseminacié del parasit.
Especialment la transmissid mecanica de bradizoits d'un animal parasitat a un altre
causant la infeccié a través de les mucoses (Bigalke, 1968), on el contacte directe o els

dipters hematofags podrien tenir un rol destacat.

3. Distribucio geografica

A Europa, la preséncia de B. besnoiti va estar restringida durant decades a
determinades zones de Franca, Portugal i Espanya. Recentment pero, la besnoitiosi
esta considerada com una malaltia emergent a nivell europeu (EFSA, 2010) degut a
l"augment del nombre de casos i la disseminacié geografica com es descriu a

continuacio.

Els primers casos a Italia es van originar a partir d’animals importats de Francga, encara
gue en els ultims anys ja han aparegut nombrosos casos en diverses explotacions arreu

del pais (Gottstein et al., 2009, citat per EFSA, 2010; Gollnick et al., 2010; Manualli et
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al., 2011; Mutinelli et al., 2011; Gentile et al., 2012; Rinaldi et al., 2013). A Hongria el
primer brot també es considera que va ser degut a la importacié d’animals portadors
provinents de Franca (Hornok et al., 2014). Els casos d’Alemanya van aparéixer en
animals aparentment no importats (Mehlhorn et al., 2009; Rostaher et al., 2009;
Schares et al., 2009). Altres estudis recents han descrit casos de besnoitiosi bovina a
Suissa i Croacia (Basso et al., 2013; Alvarez-Garcia et al., 2014a). | tot i que no va ser
confirmat, a la frontera francesa amb Bélgica també es va detectar un cas (Jacquiet

segons EFSA, 2010).

En paisos europeus considerats enzootics, també han anat augmentant el nombre de
casos diagnosticats. En el cas de Franga, s’"han descrit nous casos a la zona del Massis
Central i dels Alps francesos possiblement per la introduccié de bovins provinents de
les regions del sud (EFSA, 2010; Jacquiet et al., 2010). Brots recents han aparegut
també al sud de Portugal degut probablement a I'adquisicié de nous animals (Cortes et

al., 2006b).

A Espanya, el primer cas publicat es va donar en bovins que pasturaven en terrenys
compartits amb bovins francesos (Juste et al., 1990). A partir d’aqui, la prevalenca de
la besnoitiosi bovina sembla que ha anat en augment (figura 3), especialment en les
zones endémiques com Navarra (Irigoien et al., 2000; Zacarias, 2009 segons EFSA,
2010), Pais Basc (Castillo et al., 2009) i I'Aragd (Gutiérrez-Expdsito et al., 2014). | s’ha
estés a noves arees properes com Castella i Lled, Cantabria, Comunitat Valenciana i la
Rioja (Castillo et al., 2009), Castella la Manxa (Ferndndez-Garcia et al., 2010),

Extremadura i Andalusia (Calero-Bernal et al., 2014).

A Catalunya només hi ha publicat un cas de Besnoitia spp. en un cérvol i un altre en un
cabirol procedent de la provincia de Lleida (Gutiérrez-Expdsito et al., 2013). Tot i no
haver-hi altres dades publicades, es considera que la malaltia es troba present degut a

casos descrits esporadicament (Garcia de Jalon et al., 1995; Vidal et al., 2014).
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Figura 3. Mapa de distribucié dels casos de besnoitiosi bovina a la Peninsula Ibérica.

Els punts negres indiquen els casos descrits abans de 1990. Punts taronges des de 1991 fins
I'actualitat. Font: Juste et al. (1990), Garcia de Jalon et al. (1995), Cortés et al. (2006b), Castillo
et al. (2009), Fernandez-Garcia et al. (2011), Alvarez-Garcia et al. (2013), Alvarez-Garcia et al.
(2014a), Alvarez-Garcia et al. (2014b), Calero-Bernal et al. (2014), Gutiérrez-Expdsito et al.
(2014).

En general, els nous casos apareguts a nivell europeu es donen a zones limitrofes amb
paisos afectats i semblen estar derivats de les practiques d’intercanvi o de maneig dels

animals.
Arreu del mén, la besnoitiosi bovina també sembla anar en expansié actualment.

Des de les primeres descripcions, la presencia de B. besnoiti s'ha propagat ampliament
pel continent africa. Ha estat detectada a Botswana, Swazilandia, Sud-africa,
Zimbabwe, Angola i Namibia, R. D. del Congo, Camerun, Nigéria, Kenya, Tanzania,
Uganda i Sudan (Provost, 1975; Njagi et al., 1998; Sambo et al., 2014). Recentment
s’ha descrit a Egipte (Ashmawy i Abu-Akkada, 2014).
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Es creu que la malaltia es manté a I'Orient Mitja, a Israel i el Kazakhstan, aixi com en
d'altres paisos del continent asiatic com la Republica Xina i Corea del Sud (EFSA, 2010).
Al continent america Unicament s'ha descrit a ’Ameérica del Sud, concretament a

Venecuela i el Brasil (Uzéda et al., 2014).

4. Epidemiologia
4.1. Prevalenga

La manca d'estudis epidemiologics fa que en molts casos, la incidencia i prevalenga de
la malaltia en zones endémiques sigui encara desconeguda. Aix0 comporta que les
implicacions reals de la malaltia per a la salut i el benestar animal a Europa encara es

desconeguin (EFSA, 2010).

En arees enzootiques de besnoitiosi, la incidencia clinica a I'any sol estar entre 1-10%,
tot i que la seroprevalenca es troba al voltant del 50% (Neuman, 1972; Goldman i
Pipano, 1983). En canvi, en explotacions en zones emergents la incidéncia pot
augmentar fins al 15-40%, amb un 80% de seroprevalenca (Schares et al., 2009;

Fernandez-Garcia et al., 2010).

La majoria d’estudis constaten que els animals es mantenen com a seropositius, amb
una parasitacié subclinica (Cortes et al., 2005; Fernandez-Garcia et al., 2010; Schares et
al., 2010; Garcia-Lunar et al., 2013a). Encara que Schares et al. (2010), van descriure

casos d’animals on tot i presentar signes clinics es mantenien serologicament negatius.

A la taula 2 es resumeixen els principals estudis epidemiologics publicats.
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Taula 2. Prevalences de besnoitiosi bovina (%) segons la tecnica diagnostica utilitzada.

Localitzacio ELISA IFI WB Quists EC | Referencia

Australia 18,4 0 0 - Nasir et al., 2012

Brasil - 3,48 |0 - Uzéda et al., 2014

Corea del Sud - - - 6 Lee etal., 1970

Espanya 44,5 486 | - - Zacarias, 2009*

(Navarra)

Espanya 16 - - - Alvarez-Garcia et al.,

(Navarra) 2014b

Espanya (Castella- | 90,5 - - 31,6 Fernandez-Garcia et

la Manxa) al., 2010

Espanya (Castella- | 63,7 - - - Garcia-Lunar et al,,

la Manxa) 2011

Espanya (Osca) 49,2-52,3 |- - - Gutiérrez-Expdsito et
al.,, 2014

Franca - - 29,8-89,5 | 8,8-22,8 | Liénardetal., 2011

Israel - 56,3 | - - Neuman, 1972

Israel - 50 - - Goldman i Pipano,
1983

Italia - 41,2 - Gollnick et al., 2010

Italia - 9,7 - Gentile et al., 2012

Italia 44,1 - - - Rinaldi et al., 2013

Nigeria - - 80,3 - Sambo et al., 2014

Portugal 36-70 - Cortes et al., 2006*

Sud-africa - - - 8,5 Bigalke, 1968

Suissa 13,2 2,1 0,01 0,001 Basso et al., 2013

ELISA: Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay. IFl: Inmunofluorescéncia indirecte. WB: Western

Blot. Quist EC: quist escleroconjuntival. *segons EFSA (2010).

En els Ultims anys pero, les dades de I'Estat espanyol reflecteixen la propagacié de la
malaltia arreu del territori com s'ha vist anteriorment (figura 3). La disseminacié de la
malaltia fora dels focus enzootics ha comportat |'aparicié de brots epidemics de
besnoitiosi bovina com mostren els estudis de Fernandez-Garcia et al. (2010). Gracies
als recents estudis epidemiologics en les mateixes zones (taula 2), s'observa com la
malaltia es va instaurant en algunes zones. Per exemple, el valor proper al 90% de

seroprevalenca establert durant I'aparicié de brots clinics (Fernandez-Garcia et al.,

2010), tendeix a disminuir en els estudis seglients (Garcia-Lunar et al., 2011).
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4.2. Transmissio

La transmissié entre hostes intermediaris és la via de disseminacié més important. A
dia d'avui, la Unica via de transmissié coneguda per B. besnoiti és la transmissio
horitzontal mecanica. Tant els taquizoits com els bradizoits s'han demostrat com
estadis infectants per als bovins quan sén inoculats via intravenosa o subcutania (Pols,

1960; Bigalke, 1968; Diesing et al., 1988; Basso et al., 2011).

Les vies més probables per a aquest tipus de transmissidé sén les que es comenten a

continuacio:
4.2.1. Contacte directe

Els estudis de Bigalke (1968) van demostrar que els bradizoits eren capagos de
penetrar les mucoses i arribar al torrent sanguini. Degut a aix0, es considera que el
trencament dels quists subcutanis permetria I'alliberacié dels bradizoits i la seva
transmissid per contacte a través de mucoses per ferides o microlesions (Gentile et al,,

2012; Alvarez-Garcia et al., 2013).

Es poden considerar situacions de risc la introduccié d’animals portadors a I'explotacio,
la munta natural, compartir les pastures entre animals de diferents explotacions en
extensiu o semi-extensiu (Juste et al., 1990) o fins i tot amb remugants silvestres

(Gutiérrez-Expdsito et al., 2013).

4.2.2. Vehiculacié per dipters hematofags

Una altra de les vies és a través de la inoculacié de taquizoits i/o bradizoits per mitja de
dipters hematofags, el que podria explicar I'estacionalitat en I'aparicid dels signes

clinics i la transmissid en distancies curtes.

Bigalke (1968) va demostrar experimentalment que era possible la transmissid
mecanica del parasit entre bovins. Resumidament, va exposar bovins afectats en
diferents estadis de la malaltia a diferents especies de dipters hematofags per avaluar
la seva capacitat de transmissié a conills i bovins susceptibles. Entre els dipters

estudiats va incloure tavecs (Tabanocella denticornis, Atylotus nigromaculatus,
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Haematopota albihirta i altres Tabanus sp.), la mosca tsé-tsé (Glossina brevipalpis), la
mosca d’estable (Stomoxys calcitrans) i alguns mosquits (Culex sp. o Aedes sp.). En tots
els casos, la transmissié de bradizoits va resultar més efectiva que en el cas dels
taquizoits per a l'establiment de la infeccié. Tot i aix0, I'autor va considerar que
malgrat poder jugar un paper en I'epidemiologia de la malaltia, no devia ser la via
principal ja que la majoria d’animals van manifestar infeccions lleus o subcliniques.
Més recentment, Liénard et al., (2013) també va realitzar un estudi experimental per
tal de discernir el paper de S. calcitrans. Primerament, alimentant les mosques en una
sang enriquida amb taquizoits cultivats in vitro per observar la capacitat de transmissio
cap a altres cultius. | en I'altre part de I'estudi, detectant tant immunologicament com
molecularment la presencia del parasit en diferents parts de I'aparell digestiu de les
mosques que havien estat alimentades sobre bovins infectats cronicament. En tots dos

casos la transmissié mecanica del dipter va ser efectiva.

4.2.3. Altres vies

Bigalke (1968) va considerar possible la transmissio iatrogénica tant de taquizoits com
de bradizoits, perd poc probable, degut a la baixa resisténcia del parasit a |'exterior.
Tanmateix, l'extraccié de sang diaria en l'estudi de Gollnick et al. (2012) es va
considerar com una via significativa d'haver transmes el parasit entre els animals

estudiats.

No s'ha demostrat tampoc transmissié sexual a través de semen de toros cronicament
parasitats (Bigalke, 1968; Kumi-Diaka et al., 1981; Esteban-Gil et al., 2014). Es
considera que en la munta natural la transmissi6 de bradizoits es déna per

microlesions.

Frey et al. (2013) consideren que la via vertical, de la mare al fetus, és poc probable. En
I’estudi els autors Unicament van detectar els quists de Besnoitia des del vestibul fins a

la vagina, i que per tant seria poc probable el contacte amb el fetus.

Fins a l'actualitat, cap estudi publicat ha suggerit el pas de taquizoits per la via

transplacentaria.
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4.2.4. El paper d’altres hostes en la transmissid

El paper de I'hoste definitiu en la transmissié de Besnoitia podria no ser tan important
com es pensava. Prova d'aixo és la important expansié de B. besnoiti o B. tarandi com
s'ha comentat anteriorment. Perd en aquelles espéecies de Besnoitia on si que ha estat
identificat el gat com a hoste definitiu, el seu rol com a propagador del parasit també
podria ser secundari. L'estudi de Dubey et al. (2002) amb B. darlingi proposa aquesta
hipotesi. Diversos gats van ser alimentats amb teixits parasitats perd Unicament dos
animals van eliminar ooquists en femtes en molt baixa concentracid. Aquest fet va fer
reconsiderar a l'autor lI'existéncia d’altres vies de transmissid en les que no esta

involucrat I'hoste definitiu.

4.3. Factors relacionats amb I’hoste i el maneig dels animals
4.3.1. Raga

Totes les races semblen ser susceptibles a la besnoitiosi ja que s’han descrit casos tant
en bovins de races lleteres com carnies (Jacquiet et al., 2010; Loste et al.,, 2011). En
alguns estudis s’observa una prevalenca superior en races de carn, en zones
tradicionalment endémiques com Israel (Goldman i Pipano, 1983) i també en zones
considerades emergents com dins del territori espanyol (Fernandez-Garcia et al., 2012;

Alvarez-Garcia et al., 2014a).

Tot i aquests resultats, diversos autors suggereixen que aquesta prevalenca esta
relacionada amb els factors ambientals i de maneig en animals d’aptitud carnia més

que no pas amb la raca propiament (Castillo et al., 2009; Alvarez-Garcia et al., 2013).

4.3.2. Edat

Els bovins de totes les edats sén receptius a la malaltia, tot i que rarament apareix en
vedells menors de 6 mesos degut a I'efecte protector dels anticossos calostrals, tal i

com van demostrar els estudis de Janitschke et al. (1984) i Shkap et al. (1994). L'edat
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on sol ser més freqlient I'aparicid de signes clinics és en individus entre els 2 i els 4

anys (Legrand, 2003; Freudiger, 2008).

També s’observa una relacié directa entre la seroprevalenca i I'edat, de manera que
els titols d’anticossos augmenten amb I'edat de I'animal. De fet, es considera que és la
consequiencia d’'una major probabilitat d’entrar en contacte amb el patogen (Goldman
i Pipano, 1983; Fernandez-Garcia et al., 2010; Liénard et al., 2011; Alvarez-Garcia et al.,
2014b, Gutiérrez-Expdsito et al., 2014).

4.3.3. Sexe

Els dos sexes semblen ser receptius per igual. En alguns estudis pero, es considera que
els mascles podrien ser més susceptibles, amb lesions més greus que les femelles i
presentant una mortalitat superior (Legrand, 2003; Freudiger, 2008; Jacquiet et al.,

2010).

Tot i aix0, els estudis epidemiologics més recents no troben una relacio significativa i
no es sol considerar com a factor de risc dins I’explotacié (Alvarez-Garcia et al., 2014b;

Gutiérrez-Expdsito et al., 2014).

4.3.4. Estacionalitat

En la majoria dels brots europeus s’ha detectat un patro estacional, on I’'emergeéncia de
la malaltia es relaciona amb el periode calid de I'any (Legrand, 2003; Gollnick et al.,

2010; Gentile et al., 2012; Alvarez-Garcia et al., 2014a).

L’estudi de Legrand (2003) a través d’enquestes epidemiologiques al sud de Franca
durant els anys 1995-1998, va mostrar que el 80-90% dels casos es concentraven a
I’estiu. Estudis desenvolupats a Sud-africa i a Israel, també reflectien que la majoria de
nous casos apareixien durant els mesos més calorosos i humits de I'any (Bigalke i

Prozesky, 2004).
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No obstant, Freudiger (2008) en una regid epizootica dels Alps francesos durant tres
anys, va mostrar que els casos clinics s’agrupaven entre mar¢ i octubre pero
disminuien durant I'estiu. Segons 'autor, aquesta dada podria estar relacionada amb
I'augment de temperatura durant aquells periodes estivals, que podria haver alterat

I’activitat dels insectes vectors.

Es considera, que aquesta estacionalitat pot estar relacionada amb altres factors
implicits del sistema de cria i de les dinamiques poblacionals dels insectes picadors.
Aixi doncs, en la cria en extensiu, els animals poden compartir pastures de muntanya
entre explotacions diferents fet que facilita el contacte directe dels animals
(Fernandez-Garcia et al., 2009a; Gollnick et al., 2010; Fernandez-Garcia et al., 2012;
Gutiérrez-Expésito et al., 2013). | és també durant els periodes calids de I'any quan es
presenta una alta activitat dels insectes hematofags que podrien actuar com a vectors

(Fernandez-Garcia et al., 2010; Alvarez-Garcia et al., 2013; Baldacchino et al., 2014).

4.3.5. Munta natural

Els quists de B. besnoiti poden estar presents superficialment a les mucoses tant de Ia
vagina o del vestibul vaginal, com de la mucosa del penis en els toros parasitats (Nobel
et al, 1981; Rostaher et al, 2009). Es per aixd que es considera probable que en
sistemes de maneig amb munta natural, les eventuals microlesions facin possible la

ruptura de quists i la transmissid de bradizoits entre individus.

La munta natural afavoreix la disseminacio del parasit i sembla tenir un paper clau en
la reemergéncia de la malaltia (Castillo et al., 2009; Gentile et al., 2012; Alvarez-Garcia
et al., 2013). Especialment important, tot i que no excloent, en aquelles explotacions
on les condicions climatiques o la zona geografica no sén tan favorables per a la

presencia d’insectes vectors.
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4.3.6. Animals subclinics

La presencia i I'intercanvi d’aquests animals entre explotacions es considera un dels
factors de risc més importants en la disseminacié de la malaltia. Diversos estudis
demostren que la majoria d’animals parasitats es mantenen seropositius (i infectats),
sense signes clinics o lesions evidents, actuant per tant com a portadors asimptomatics
(Goldman i Pipano, 1983; Mehlhorn et al., 2009; Frey et al., 2013). Cortes et al. (2005),
descriuen un brot de besnoitiosi a les 2 setmanes de la introduccié d’'un animal a

I’explotacio, possiblement portador, fora de I’época d’activitat dels insectes.

L’exposicio repetida al parasit, la dosi d’infeccié o la propia variabilitat de la resposta
immune de l'individu es consideren factors claus per a la preséncia de portadors

subclinics (Liénard et al., 2011).

4.4. Factors relacionats amb el parasit
4.4.1. Aillats

Fins al moment no s’ha descrit la seqlienciacié completa de B. besnoiti, pero si s’han
especificat diversos aillats geografics d’origen bovi: BbSpainl d'Espanya (Fernandez-
Garcia et al., 2009a), Bb1Evora03 i Bb2Evora03 de Portugal (Cortes et al., 2006c), Bb-
GER1 d'Alemanya (Schares et al., 2009), Bb-ltalyl d'ltalia (Gentile et al., 2012) i
Bblsrael d'Israel (Dubey et al., 2003 citat per Gutiérrez-Expdsito et al., 2012) tots ells

gairebé idéntics entre si.

Alguns estudis indiquen variacions en quant al poder patogen segons I’aillat (Bigalke,

1968; Basson et al., 1970; Cortes et al., 2006c; Basso et al., 2011).

En els cultius laboratorials s’ha observat que tot i que les espécies de Besnoitia sén
capaces de parasitar un rang ampli de cél-lules de vertebrats i invertebrats, també hi
ha variabilitat en factors com la taxa de replicacié en diverses linies cel-lulars (Schares
et al., 2009). Tot i haver-se realitzat cultius amb cél-lules Vero (Shkap et al., 1987), els
estudis de Cortes et al. (2006c) i Schares et al. (2009) semblen demostrar que si

s'arriben a desenvolupar, els taquizoits triguen a fer-ho entre 30-40 dies post infeccio.
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Fernandez-Garcia et al. (2009b) realitza cultius en cel-lules MARC-145 a partir de
bradizoits de BbSpainBl, observant taquizoits extracel-lulars a les 60 hores post
infeccid. En canvi, en I'estudi de Schares et al. (2009) el nivell de replicacid superior es
troba en les cel-lules BHK,; per als taquizoits i les cél-lules NA42/13 per als bradizoits,

utilitzant I'aillat Bb-GER1.

La fase del parasit també afecta al cultiu in vitro. La replicacié a partir de bradizoits és
fins a 100 cops més lenta que amb taquizoits, ja que la transicié fins a taquizoit

necessita varis dies per completar-se (Schares et al., 2009).

4.4.2. Nombre de parasits

Els estudis de Bigalke (1968) van demostrar que el nombre de parasits inoculats afecta
al curs de la malaltia. Com més cel-lules parasitades hi ha, més greu és la malaltia
clinica. Segons l'autor, la inoculacid d’una carrega parasitaria elevada causava

reaccions més greus. Tanmateix, la dosi infectant de I'inocul no es va registrar.

4.5. Factors relacionats amb insectes
4.5.1. Dipters hematofags

La preséncia de dipters picadors que podrien actuar com a potencials vectors mecanics
s’ha associat amb la transmissid i disseminacié de la besnoitiosi principalment entre
individus de la mateixa explotacio (Bigalke, 1967; Mehlhorn et al., 2009). Alguns autors
relacionen la propagacié de B. tarandi amb I'escalfament global, ja que indirectament
afavoreix la disseminacié d’insectes vectors i aixo també podria afavorir a B. besnoiti

(Jacquiet et al., 2010; Kutz et al., 2012).

Diferents especies de dipters hematofags, com ara S. calcitrans i tavecs, han estat

estudiades com a transmissors de B. besnoiti.

S. calcitrans, s’ha descrit com a vector mecanic de B. besnoiti tant en parasitacions
experimentals com en proves de camp (Baldacchino et al., 2013; Liénard et al., 2013).

Es un dipter especialment important en explotacions de régim intensiu, encara que
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també s'ha observat activitat exofila. El seu comportament persistent alhora
d’alimentar-se podria permetre la transmissid del parasit entre hostes propers. No
obstant, s’estimen necessaries entre 52.000 i 292.500 picades per a que la transmissié
sigui possible (Bigalke, 1968; Scoles et al., 2005; Liénard et al., 2013) ates el volum
reduit de sang disponible a I'aparell picador (0,4 nl), i en conseqliéncia, la carrega

parasitaria.

Els tabanids en canvi, es consideren més eficacos en la transmissié ja que poden
retenir un volum de sang superior (fins a 12,5 nl), la qual cosa afavoriria la transmissié
(Scoles et al., 2008; Liénard et al., 2013). A més a més, degut a que els seus hostes
d'eleccié solen ser remugants, la transmissié de patogens entre les espeécies

domeéstiques i silvestres podria veure’s garantida (Baldacchino et al., 2014).

Tot i aix0, la viabilitat de B. besnoiti en insectes picadors és reduida. En el cas de S.
calcitrans, es manté viable 1 hora i en el cas dels tabanids menys de 24 hores. Aixo

explicaria el risc baix de disseminacio a llargues distancies (Bigalke, 1968).

Alguns autors assenyalen que la transmissié del parasit és més probable quan les
condicions climatiques sén Optimes per a mantenir una densitat alta de vectors
(Liénard et al., 2011 i 2013). Aquest fet explicaria 'emergencia de la malaltia entre
finals de primavera i estiu, quan coincideix amb el periode de maxima activitat dels
dipters. D'aquesta manera, es suggereix que en aquests periodes els dipters podrien
jugar un paper clau en la transmissid6 mecanica del parasit cap a nous individus

(Jacquiet et al., 2010).

Liénard et al. (2011) van observar que un 42% de les seroconversions positives es van
donar durant la primavera, mentre que la resta de I'any el rang oscil-lava entre el 4 i
I’11%. Aquest factor el van associar a la preséncia/abséncia de dipters a I'explotacid.
Segons els autors, I'abséncia de mosques picadores durant I'hivern es va considerar
com la rad per la que tant la seroprevalenca com la detecci6 de quists

escleroconjuntivals descendissin, ja que el parasit podria necessitar de reinfeccions.

El mateix any, Schares et al. (2011a) en un estudi d’avaluacié de proves serologiques,

van recollir mostres durant dos periodes de I'any, al novembre (moment posterior a
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I'epoca de maxima activitat dels insectes) i a |'abril (moment posterior als mesos poc
favorables per als insectes). Els autors van observar que la seroprevalenca era superior
durant el mes de novembre. Alhora, van detectar que els bovins simptomatics (amb
quists escleroconjuntivals o vaginals) presentaven una seroprevalenga superior (67%
abril, 79% novembre) a la detectada en individus asimptomatics (34,5% abril, 65,5%
novembre). Aquest increment en els individus simptomatics, podria ser degut a que la
preséncia de quists causa un estimul antigénic constant per tal de mantenir uns titols
d’lgG superiors. | que el paper dels dipters hematofags seria el d’aportar un altre
estimul antigenic mitjancant la transmissié mecanica del parasit, que es veu reflectit
durant els mesos posteriors a I'época favorable per a ells, el que podria tenir relacié

amb |'estudi de Liénard et al. (2011).

Uns anys més tard, els resultats de Schares et al. (2013) semblen confirmar aquesta
hipotesi ja que obtenen uns resultats similars als estudis anteriorment esmentats. El
nivell d'lgG detectat decreixia després dels mesos freds (novembre-abril) en els bovins
asimptomatics. Mentre que els animals simptomatics (amb quists escleroconjuntivals o

vaginals) mostraven una seroprevalenca superior durant el mateix periode de temps.

Fins a la actualitat, no s'ha descrit una transmissio biologica per insectes perd alguns
autors consideren que aquesta possibilitat no s’hauria d’excloure definitivament

(Bigalke, 1968; Olias et al., 2011).

4.5.2. Dipters no hematofags

Es desconeix el paper d’altres insectes com la mosca domeéstica (Musca domestica)
com a possibles transmissors mecanics (Bigalke, 1968). Tot i que podrien entrar en
contacte amb secrecions on es trobi present el parasit, la transmissié per contacte a
través de l'aparell xuclador o les extremitats es considera molt poc probable en

condicions de camp (Liénard et al., 2013).
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5. Clinica

5.1. Patogeénia

La invasio de la cél-lula hoste en els apicomplexes és un procés actiu i es desenvolupa
en tres fases: |'orientacié del parasit a la membrana cel-lular pel complex apical, la unié
i la induccié d'una membrana parasitofora i I'entrada del parasit dins el vacuol

(Morrissette i Sibley 2002).

L'orientacié del parasit amb la membrana cel-lular pel complex apical provoca una
secrecid seqliencial dels micronemes i les roptries. Aixo provoca l'adhesio del parasit i
la modificacié de I'estructura de la membrana cel-lular per a facilitar la invaginacio del
parasit. El parasit queda llavors englobat en una cavitat delimitada per la membrana

parasitofora.

Durant la fase aguda de la malaltia, el parasit es troba en fase de taquizoit, proliferant
en el citoplasma de les cel-lules endotelials dels vasos sanguinis. Aquesta multiplicacio
causant hiperplasia i inflamacié perivascular en capil-lars sanguinis de la pell, subcutani,
fascies, testicles i diverses mucoses del tracte respiratori superior (Basson et al., 1970).
La lisi de les cel-lules on proliferen els taquizoits provoca l'alliberacié d'aquests al

torrent sanguini (parasitémia) i la seva distribucio pels teixits.

Les lesions capil-lars causen microtrombosi i augment de la permeabilitat vascular, el
que condiciona I'aparici6 d’edemes. Alhora, aquestes lesions vasculars poden
promoure també I'aparicié de petites hemorragies i focus de necrosi en els teixits

afectats degut a la manca de rec sanguini.

La reaccid inflamatoria vascular comporta un augment de les cél-lules del sistema
mononuclear fagocitari en els teixits, com macrofags i histiocits, on els taquizoits

també poden multiplicar-se (Basson et al., 1970).

Un cop els taquizoits envaeixen els histiocits, s'inicia la formacid dels quists (taula 3). A

partir del 8¢e dia post infeccid s'inicia la hiperplasia i hipertrofia de la cel-lula hoste.

Els estudis de Basson et al. (1970) descriuen una fase subaguda on s'inicia la formacié

dels quists joves fins a I'estadi madur. L'autor descriu que durant aquesta fase poden
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fusionar-se les parets dels quists propers formant conglomerats. S'ha descrit també la
presencia de quists septats, és a dir, quists originats d'una sola cél-lula hoste perdo amb

més d'un vacuol parasitofor.

A partir dels 30 dies post infeccidé poden detectar-se quists necrotics. Generalment
rodejats d'un infiltrat cel-lular de neutrofils, eosinofils i limfocits (Basson et al.,, 1970;

Kumi-Diaka et al., 1981).

Taula 3. Evolucié de la formacio de quists de B. besnoiti (modificat de Basson et al., 1970).

Fase clinica Evolucio del quist Dies
post infeccid
Aguda Histiocits hipertrofics 8
Fase quistica primerenca (15-25 pm) 11
Cel-lules hipertrofiques multinucleades 16
Desenvolupament dels quists (30-100 um) 16-25
Subaguda Quists joves (>100 pum) 26
Quists septats 30
Quists necrotics 30-77
Quists premadurs (300 um) 70
Cronica Quists madurs (>300 pum) 71
Paret quistica eosinofila amb Hematoxilina-Eosina 385

Degut al seu tropisme, és molt freqlient trobar quists de B. besnoiti superficialment a
la conjuntiva i lI'esclerotica ocular, mucoses vaginals i penianes, mugrons, pell i
subcutani. Diversos autors n'han descrit també en mucoses del tracte respiratori
superior, testicles, fascies i musculs. Ocasionalment ha estat detectat en melsa, fetge,
cor, glandules suprarenals o tendons (McCully et al., 1966; Basson et al., 1970; Nobel
et al.,, 1981; Rostaher et al., 2009; Jacquiet et al., 2010; Manualli et al., 2011; Gentile et
al., 2012).

Es desconeix si la formacid dels quists durant la fase cronica de la malaltia és continua.
Segons Bigalke (1968), la formacié de nous quists s'atura un cop els taquizoits

desapareixen del torrent sanguini.
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La viabilitat dels quists també esta en discussid, mentre que alguns estudis han
proposat que els quists poden mantenir-se viables fins a nou anys sense necessitat de
reinfeccio (Pols, 1960; Bigalke, 1968), altres descriuen que podrien romandre viables

tota la vida de I'animal (Kumi-Diaka et al., 1981).

5.2. Immunitat

Es considera que els anticossos sérics apareixen entre els 15 i 18 dies post infeccid,

amb un pic entre els 30 i 40 dies (Fouquet 2009; Alvarez-Garcia et al., 2013).

Els estudis experimentals de Pols (1960) van indicar que la immunitat adquirida podria
ser de fins a 36 mesos després de la infeccié tant en el bovi com en conills. Tanmateix,
I'autor considera que la immunitat que s'estableix és permanent durant aquest temps,

perod no esterilitzant.

Sembla ser que la immunitat adquirida després de la infeccié involucra tant la humoral
com la cel-lular. Encara que possiblement la resposta cel-lular estaria més involucrada
en aquests els mesos de proteccid esmentats per Pols (1960). Estudis in vitro (Mufioz-
Caro et al., 2014a i 2014b), suggereixen que davant d'una estimulacié antigenica, les
cél-lules fagocitiques a més d'alliberar citoquines proinflamatories també podrien
alliberar un tipus de xarxes extracel-lulars que actuarien com a paranys. Aquestes
xarxes estan formades per DNA, histones i altres peptids i proteines que capturarien
els taquizoits i els eliminarien, bloquejant la seva invasio cel-lular. Els autors descriuen
gue tant els neutrofils com els monocits secreten aquestes xarxes en preséncia de B.
besnoiti. Tot i aixi, el paper d'aquestes xarxes la en la immunitat in vivo encara es
desconeix. També s’ha observat que al voltant dels quists tissulars madurs pot haver-hi
una reaccié inflamatoria predominantment de limfocits T i monocits/macrofags

activats (Frey et al., 2013).

No es coneix gaire sobre el paper de la immunitat humoral en la proteccié contra B.
besnoiti, encara que es va arribar a demostrar que les IgG poden ser transmeses a
través del calostre. Janitschke et al. (1984) van descriure per primer cop aquesta via

amb técniques d'ELISA quan un dels vedells d'un mes d'edat, presentava un titol
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d'anticossos de 1:2560. La confirmacié amb tecniques d'immunofluorescencia (IFl) van
mostrar un titol de 1:320 en el mateix vedell. Posteriorment, Shkap et al. (1994) també
descriu la preséencia d'anticossos calostrals en vedells de fins a 2 dies de vida, detectant
un titol d'anticossos de fins a 1:1024 mitjangant les técniques d'IFl. La immunitat

calostral va ser detectable fins als 4 mesos de vida.

Recentment, Schares et al. (2013), en un estudi on va recollir mostres de sang des de
I'inici de la fase febril fins a I'estat cronic, van detectar que la fase de la infeccié
determina el patré d'antigens reconeguts per immunoblot i ELISA. O dit d'una altra
manera, que tant els taquizoits com els bradizoits presenten heterogenicitat antigenica,

el que podria indicar un mecanisme d'evasié del sistema immune.

En el mateix estudi, els autors van analitzar |'avidesa (o avidity), forca d'unié entre els
anticossos i els epitops, de les I1gG especifiques per B. besnoiti. Els resultats van ser que
després de la infeccid, I'avidesa de les IgG contra antigens concrets augmenta lenta
pero progressivament. Basicament, la técnica segueix el mateix protocol per a una
técnica d'ELISA pero utilitzant també urea per tal de desprendre els anticossos amb
una baixa avidesa per als antigens utilitzats. Els autors van descriure que I'animal amb
una taxa d'avidesa elevada (major al 50,8%) als 32 dies de seroconvertir, no es va
detectar DNA de B. besnoiti per PCR. Mentre que els bovins que havien desenvolupat
quists escleroconjuntivals o vaginals, presentaven uns valors d'avidesa inferiors al
50,8%. Per altra banda, en I'animal amb una carrega parasitaria més elevada, la taxa
d'avidesa elevada no es va mostrar per primer cop fins als 5 mesos. Per tant, una de les
conclusions a les que van poder arribar els autors va ser que el desenvolupament de

I'avidesa de les IgG resulta més lenta que el desenvolupament dels quists.

Schares et al. (2013) també van suggerir que la carrega parasitaria influia sobre la
resposta immune ja que els valors d'anticossos van ser superiors en animals amb
carregues altes. Un fet que ja havien suggerit anteriorment (Schares et al., 2011a), i
gue sembla estar d'acord amb la hipotesi de que tant els taquizoits com els bradizoits

exerceixen una estimulacié continua de la immunitat.

Per tant, d'aquests estudis es podria considerar que la persistencia de la immunitat

humoral depén, en part, de la presencia de quists. Aquests, serien els responsables de
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I'estimulacio antigénica continua, essent possible que sense estimulacié antigénica els
anticossos desapareguin (I'Hostis, 2009, citat per Fouquet 2009). Generalment pero, la
majoria d'animals que presenten una besnoitiosi lleu i es recuperen, solen esdevenir
portadors asimptomatics seropositius, ja que la immunitat humoral és incapag

d'eliminar la infeccid.

5.3. Signes clinics

La gravetat de la besnoitiosi pot variar entre lleu i greu depenent de factors encara no
ben definits. La variabilitat individual de I'hoste (Schares et al., 2013) o la combinacié

de diferents factors de risc podrien ser algunes de les raons.

A nivell d’explotacié els signes clinics que destaquen sén la disminucié en les
produccions i els problemes reproductius (Pols, 1960; Kumi-Diaka et al., 1981;
Fernandez-Garcia et al., 2009a). Generalment la mort dels animals es presenta en

menys del 10% dels animals (Pols, 1960).

Segons la evolucié dels signes clinics es diferencien dues fases: la fase aguda inicial,
que s’inicia amb un estat febril seguida d’edemes generalitzats i la fase cronica

posterior, on apareixen principalment les lesions cutanies.

5.3.1. Fase aguda febril

Després d’un periode d’incubacié d’entre dues setmanes i fins a dos mesos, la fase
aguda s’inicia amb un estat febril (Alvarez-Garcia et al., 2013). La hipertérmia (de 40
fins a 42 2C) és conseqiéncia de la parasitémia i la proliferacié dels taquizoits a

I’endoteli vascular. Sol tenir una durada de 3 a 10 dies.

Durant aquesta fase febril solen apareixer taquicardia, taquipnea, depressio, anoréxia,
disminucio de la remuc, pérdua de pes i ocasionalment limfadenomegalia (Cortes et al.,
2005; Jacquiet et al., 2010). Principalment, aquests signes clinics estan derivats de la
congestio de la pell i les mucoses, sobretot en les regions del coll, la part medial de la

regié femoral, regid perineal, pavellons auriculars i musell (Legrand, 2003).
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Poden presentar-se també signes d'inflamacié en la conjuntiva i la mucosa nasal,
causant epifora i secrecions de serds a seromucds. A nivell ocular alguns animals

poden desenvolupar també fotofobia (Pols, 1960).

Encara que es considera bastant rar, les femelles gestants durant aquest periode

poden presentar avortaments a causa de la febre (Pols, 1960).

5.3.2. Fase aguda d’edemes

La febre durant aquesta fase va remetent. En general, la importancia d'aquesta fase va

en relacio a la gravetat de la fase febril anterior.

Simultaniament, a conseqiiéncia de les lesions i I'augment de la permeabilitat vascular,
es formen edemes locals en els teixits. A I'exploracid, aquests edemes destaquen com
a zones amb calor i hiperestésia, on la pell perd elasticitat. La localitzacié es doéna
principalment en zones declivis com les extremitats, coll, mames i escrot. L'edema a
les articulacions és causant de dolor i pot limitar el moviment dels animals degut a la

coixesa (Alvarez-Garcia et al., 2013).

Seguidament els edemes es poden generalitzar arreu, el que es coneix com a anasarca.
En casos més greus també poden presentar-se edemes alveolars i intersticials amb
problemes respiratoris més evidents. En casos greus, la mortalitat sol ser inferior a 1'1%

dels casos.

En les vaques la produccid lletera es veu disminuida i els mugrons poden presentar una

coloracio violacia a la base (Legrand, 2003).
Aguesta fase d’edemes pot durar entre 1-4 setmanes.

Durant les fases agudes, especialment en aquelles més lleus, els signes clinics poden
passar desapercebuts o confondre’s amb altres patologies degut a que la majoria de
signes clinics son inespecifics. L'estudi de Langenmayer et al. (2015) ha detectat una
lleugera anémia i leucopénia durant la fase aguda de la malaltia aixi com alteracions

metaboliques inespecifiques derivades de |I'anoréxia dels animals.
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Es recomana per tant establir un diagnostic diferencial amb altres malalties infeccioses
com ara la llengua blava, la febre catarral maligne o la diarrea virica bovina (Blowey i

Weaver 2011).

5.3.3. Fase d’esclerodérmia cronica

Els edemes previs es van reabsorbint progressivament, la temperatura de |'animal es

considera normal i I'estat general dels animals tendeix a millorar (Legrand, 2003).

En aquesta fase els signes es basen sobretot en enduriment, plegament i
hiperqueratosi (pell d’elefant) de la pell, en les zones anteriorment afectades pels
edemes. En aquestes zones, es produeixen fissures, per on s’elimina un exsudat
serosanguinolent, que al assecar-se doéna lloc a la formacié de crostes. Apareixen
freqlientment arees alopeciques irregulars no pruriginoses, especialment alla on la
carrega parasitaria és més elevada. En alguns casos també pot haver-hi pérdua
d’epidermis necrotica (Pols, 1960). Les arees afectades per fissures poden ser focus

d'infeccions secundaries com piodérmia o miasi.

El signe patognomonic d’aquesta fase, si es presenta, sén els quists madurs
macroscopics. Fregliientment es troben com a Unic signe de la malaltia a la mucosa
vaginal o de forma bilateral a I'esclerotica i la conjuntiva ocular a partir de la setmana 4
o 7 post infeccid, (Pols, 1960; Bigalke, 1968; Fernandez-Garcia et al., 2010; Liénard et
al.,, 2011).

En aquesta fase les lesions testiculars poden evolucionar cap a orquitis necrotitzant,
atrofia i enduriment testicular bilateral (Cortes et al., 2005; Jacquiet et al., 2010;
Alvarez-Garcia et al., 2013). Durant aquesta fase també s’ha descrit el pas progressiu
de oligospermia a azoospermia amb una disminucio de la libido (Sekoni et al., 1992). La
esterilitat pot ser transitoria o permanent, encara que segons Cortes et al. (2006a), la
fertilitat no sempre es veu clarament afectada. S’han descrit quists a I'epididim, a la
paret dels vasos sanguinis del plexe pampiniforme i als tubs seminifers (Kumi-Diaka et
al., 1981; Esteban-Gil et al., 2014).
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En les femelles, els quadres d’avortaments també s’han descrit en aquesta fase (Cortes

etal., 2005).

Frey et al. (2013) van descriure la remissié dels quists en alguns dels animals cronics
gue n’havien mostrat a la inspeccié visual a nivell conjuntival o vaginal. L'estudi, portat
a terme al llarg de dos anys en una zona endemica, es va realitzar en base a
inspeccions visuals per a la deteccidé de quists i successius analisis serologics.
Inicialment, tots els animals eren seronegatius i no mostraven quists a la inspeccid
visual. En acabar I'estudi, tots van resultar seropositius perd cap mostrava quists a la
inspeccid visual; tanmateix, se’n van detectar en algun moment de I'estudi en tots els
animals. Per tal d'avaluar si els animals subclinics presentaven quists tissulars, es va
sacrificar els animals, el que va permetre detectar quists en el tracte respiratori

superior i la vagina.

En general, la majoria dels animals sobreviuen a la parasitacio, pero la recuperacié és
lenta i molts cops les lesions dermiques sén permanents. Encara que sovint s’opta pel
sacrifici degut al deteriorament de la condicié corporal, les lesions cutanies

irreversibles i la pérdua de valor economic de I'animal.

La mortalitat durant la fase cronica, tot i que és poc freqilient, pot apareixer en els

casos més greus i és conseqiiéncia de la hipertérmia sostinguda i I'anoreéxia.

Es recomana establir un diagnostic diferencial a I'explotacié amb sarna sarcoptica o
psoroptica, micosis, dermatofil-losi (Dermatophilus congolensis), limfosarcoma cutani,
hiperqueratosi idiopatica o d’altres més inespecifics com fotosensibilitat o cremades

cutanies (Blowey i Weaver 2011).

Els signes clinics de la besnoitiosi sén progressius i la resposta de animal a la infeccié és
variable. Aixo fa que a nivell d’explotacié pot veure’s una successié de diverses fases
de malaltia en el mateix moment. Com es mostra a la taula 4 on trobem els principals
signes que es van descriure en un brot de besnoitosi bovina a Guadalajara (Fernandez-

Garcia et al., 2010).
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Taula 4. Signes clinics observats en un brot de besnoitiosi a Guadalajara (Espanya), segons
Fernandez-Garcia et al. (2010).

Nombre d’animals | Percentatge | Signes clinics
(n=358)
113 31,6 Quists escleroconjuntivals
91 25,4 Edema a papada i extremitats
74 20,7 Crostes a pedlles i mugrons
66 18,4 Quists vulvars
48 13,4 Lesions cutanies (esclerodérmia, hiperqueratosi)
22 6,14 Quists escleroconjuntivals sense altre simptoma
20 5,6 Alopécia
5 1,4 Coixesa i perdua de pes
1 0,3 Orquitis

Langenmayer et al. (2015) no van detectar alteracions especifiques en I'hemograma ni
I'analisi bioquimic en animals cronics. Els animals estudiats presentaven una anémia

lleu i hiperglobulinémia.

5.4. Lesions
Les lesions macroscopiques es van superposant als signes clinics.
5.4.1. Fase aguda

Durant aquesta fase les lesions sén predominantment vasculars. S’ha descrit congestid,
hemorragies i petequies més o menys generalitzades per tota la canal, encara que
apareixen preferentment a la pell, conjuntiva, mucosa vaginal i de les vies respiratories

altes (Basson et al., 1970; Legrand, 2003).

També s’ha descrit I'aparicié de pleuritis i peritonitis fibrinosa que es pot mantenir en
la fase cronica de la malaltia. | finalment en les zones declivis I'aparicié dels edemes

anteriorment descrits.
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Microscopicament destaca la preséncia de taquizoits principalment en histiocits
perivasculars amb infiltrat d'eosinofils i cél-lules mononuclears. També s’observa
I'aparicié de trombus, focus de necrosi i una hiperplasia tant de I’endoteli vascular com

del teixit connectiu adjacent degut a la proliferacio dels taquizoits.

5.4.2. Fase cronica

En aquesta fase destaca I'aparicid de lesions cutanies especialment a la part inferior de
les extremitats, cap i coll. La preséncia macroscopica de noduls blanquinosos
prominents, corresponents als quists, és la lesi6 més caracteristica, especialment els

situats la mucosa vaginal i escleroconjuntival.

En els mascles també s'observen lesions testiculars com orquitis, epididimitis i focus de
necrosi i calcificacio dels tubs seminifers (Basson et al., 1970; Kumi-Diaka et al., 1981).
Microscopicament també s'ha descrit en els mascles necrosi dels tubuls seminifers

amb azoospéermia.

Microscopicament solen visualitzar-se un gran nombre de quists de bradizoits a la
dermis i teixit subcutani, mucoses i fascies musculars. Generalment els quists
indueixen una resposta cel-lular minima o practicament inexistent al seu voltant. Frey
et al. (2013), va descriure la preséncia d'un infiltrat inflamatori de limfocits, cel-lules
plasmatiques i macrofags. En cas de ruptura del quist es produiria una reaccié

granulomatosa principalment eosinofilica (McCully et al. 1966).

6. Diagnostic
6.1. Diagnostic epidemiologic

Esta basat en la recopilacid i I'estudi dels determinants (factors o variables) que poden
modificar la freqliéncia i distribucié amb que la malaltia afecta els animals (Putt 1988).

Trobem dos tipus de determinants, els intrinsecs i els extrinsecs.
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La majoria dels determinants intrinsecs propis de B. besnoiti com la via de transmissio,
la relacié hoste-parasit, la infectivitat, viruléncia o patogenicitat encara es desconeixen.
Per sort, durant els Ultims anys els estudis han permeés coneixer una mica més aquests
determinants intrinsecs aixi com aquells que sén propis de I'hoste (espécies

susceptibles, raca, edat...).

El determinant extrinsec que podria tenir una certa importancia per a la besnoitiosi
bovina és el clima. Principalment per les modificacions en la dinamica de les poblacions
d'insectes que poden actuar com a vectors mecanics i dels que s'ha parlat

anteriorment (Semenza i Menne 2009).

6.2. Diagnostic clinic

Es basa en I'analisi i la sintesi de la informacié obtinguda a través de I'anamnesi, la

historia clinica, la inspeccid i exploracié de I'animal.

Durant la fase aguda de la malaltia pot ser complicat establir un diagnostic degut a la

simptomatologia inespecifica i la seva curta durada.

En canvi, I'aparicid de les lesions dérmiques com ara alopécies i esclerodérmies sén
més caracteristiques de la fase cronica de la malaltia. Tot i aixi, sempre s'ha d'establir

un diagnostic diferencial amb altres malalties que cursen amb dermatitis i queratitis.

La deteccid dels quists macroscopics escleroconjuntivals o a la mucosa vulvar sén
caracteristics de la besnoitosi i permeten un diagnostic preco¢c. No obstant, la baixa
sensibilitat en aquest procediment a nivell de camp fa que puguin donar-se falsos
negatius. Liénard et al. (2011) van detectar una prevalenca de la malaltia entre 10-20%
a partir de quists diagnosticats en mucoses, mentre que per Western Blot la
seroprevalenca va resultar del 70-80%. Els mateixos autors també van descriure que
els animals podien passar de presentar quists escleroconjuntivals en una exploracid, a

no presentar-ne cap en les exploracions successives per causes desconegudes.
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6.3. Diagnostic laboratorial
6.3.1. Metodes d'observacio directe

Es basen en la deteccid de les fases del parasit i la seva identificacié morfologica per

microscopia. En la bibliografia en trobem tres tipus:
6.3.1.1. Raspats i biopsies

La realitzacid de varis raspats profunds cutanis amb una cullereta (o curette) de
Volkmann, en arees lesionades de 3 cm x 3 cm, permet la recollida de mostres per a la
identificaci6 microscopica de sarnes a partir de citologies (Visser et al., 2013).
D'aguesta manera es podria establir un diagnostic diferencial entre la besnoitiosi (si
s'observen bradizoits) i diferents tipus de sarnes, com la sarcoptica o la psoroptica.
Tanmateix aquesta técnica podria no ser gaire sensible ja que no concentra la mostra

recollida.

Sannusi (1991) utilitza el raspat escleroconjuntival segons els treballs de Franc et al.
(1987). Encara que la tecnica descrita el 1991 va ser a partir de globus oculars post-
mortem, |'aplicacié de col-liri anestésic en els animals vius junt amb una correcta
subjeccié del cap de I'animal i un focus de Ilum adequat permetria també el raspat.
Basicament, la técnica es basa en realitzar un raspat amb bisturi o I'extrem afilat d'un
portaobjectes sobre els quists visibles. Dipositar la mostra recollida en un altre
portaobjectes net i concentrar-la en un punt per a facilitar-ne la deteccié.
Posteriorment, la mostra es pot fixar i tenyir amb les técniques de tincié habituals per

a frotis. L'examen de la mostra es realitza amb un microscopi optic amb oli d'immersié.

El mateix autor també realitza raspats a partir de biopsies cutanies. Eliminant
I'epidermis, els raspats de la dermis sdn concentrats en un portaobjectes, fixats en

alcohol 3 minuts i tenyits durant 30 minuts amb tincié de Giemsa 10%.

El raspat dels quists escleroconjuntivals requereix menys temps i resulta menys invasiu

gue les biopsies cutanies, encara que requereix la immobilitzacié de I'animal.
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L'observacio de bradizoits seria indicatiu de besnoitosi. Encara que es recomanen
altres técniques per a la confirmacié com ara les técniques d'histopatologia (Sannusi,

1991).

6.3.1.2. Histopatologia

A partir de bidpsies cutanies, es poden realitzar també técniques d'histopatologia per a

la observacié dels quists de bradizoits en diferents teixits.

Kumi-Diaka et al. (1981) utilitzen blocs de pell, escrot i teixits vaginals, d'entre 0,5 - 1
mm de gruix i 1 mm de longitud. Les mostres de pell es van fixar en formalina al 10% i
la resta en solucié de Bouin durant 72 hores. Els blocs fixats van ser microtomitzats en
seccions de 5 - 6 um, podent ser tenyits posteriorment amb Hematoxina-Eosina, tincié

de Schiff (PAS) o tincid tricromica de Masson (MT).

L'observacié dels quists de bradizoits en els diferents teixits és diagnostic de

besnoitiosi.

6.3.1.3. Plaques de compressio per triquinoscopia

El diagnostic de besnoitiosi també ha estat descrit utilitzant les plaques de compressid
per a triquinoscopia que es poden utilitzar per la deteccié de Trichinella spp. (Alvarez-
Garcia et al., 2013; Frey et al., 2013). El diagnostic es basa en la deteccid dels quists a

partir de biopsies, especialment de pell o vulva.

Basicament, el material i la técnica sén molt similars al diagnostic de triquinel-losi. Es
disseccionen diverses mostres de teixit, o de biopsia, d'uns 2 mm de gruix i es
comprimeixen entre les dues plaques de vidre (OIE 2012). D'aquesta manera la mostra
de teixit queda suficientment transparent com per poder-la observar al microscopi

optic i detectar-ne els quists.
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Les diferents teécniques esmentades per a |'observacid directa poden presentar certes
limitacions, especialment en els animals que sén portadors cronics amb un nombre
baix de quists. Per aix0, la combinacié d'aquestes junt amb les tecniques serologiques

acostumen a donar uns bons resultats.

6.3.2. Metodes de deteccié molecular

L'amplificacié d'un fragment especific del DNA de B. besnoiti permet una deteccid

acurada del parasit.

Els organismes eucariotes com Besnoitia tenen dos regions espaiadores ITS (internal
transcribed spacer), que no codifiquen DNA i es troben entre els gens rRNA 18S, 5.8S i
28S. La manca de pressio selectiva en aquestes regions ITS fa que hi hagi variabilitat en
la composicié i mida, el que permet identificar i diferenciar organismes similars (Kiehl

etal., 2010).

L'estudi de Cortes et al. (2006c) va descriure |'Us de técniques de PCR per a B. besnoiti
basant-se en la regidé ITS-1. Recentment, Namazi et al. (2011) van proposar incloure
també la regid ITS-2, per tal d’augmentar la sensibilitat entre espécies de Besnoitia
similars. Ja que segons els autors mentre que la seqiiéncia ITS-1 dels aillats de cabra
procedents d'lran sén identics als aillats bovins procedents d'Europa, la seqliencia de

I'ITS-2 difereix un nucleotid entre alguns aillats europeus.

Els principals avantatges d'aquestes tecniques, a més de les esmentades, és que es
permeten detectar el parasit a partir de mostres de sang tant en la fase aguda (Garcia-
Lunar et al., 2013a) com durant la fase cronica (Cortes et al., 2007a i Schares et al.,

2011b), en aquest ultim cas també es podrien utilitzar biopsies de pell.

Seria recomanable combinar els metodes moleculars amb els serologics en els casos on
se sospiti que hi puguin haver animals en fase aguda, ja que en aquesta fase encara no
s'han produit les 1gG que poden detectar les tecniques serologiques. Schares et al.
(2013) van descriure que el parasit es pot detectar per qPCR en 1-3 dies posteriors a la

instauracié de la febre, mentre que per metodes immunologics (combinacid
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d'immunofluorescéncia més immunoblot) els titols de 1gG sén detectables en els 7-8

dies posteriors a la febre.

Cortes et al. (2006c), Schares et al. (2011b) i Schares et al. (2013) van demostrar la

deteccio del parasit en animals subclinics mitjangant tecniques moleculars.

D’altra banda, la deteccié del parasit en dipters hematofags a partir de mostres de
sang obtingudes de |'aparell picador i del tub digestiu, és indicatiu que l'insecte ha
adquirit el parasit durant la seva alimentacié pero no permet avaluar ni la viabilitat ni

la capacitat infectiva del parasit (Garcia-Lunar et al., 2012; Liénard et al., 2013).

En l'estudi per a determinar hostes definitius potencials de B. besnoiti, Basso et al.
(2011) van utilitzar una técnica de PCR basada en els primers identificats per a coccidis
(COC-1 i COC-2) per a determinar si DNA de coccidi es trobava en femtes. |
posteriorment, de la mostra amplificada realitzar una altra PCR a partir de I'TS-1 per a

detectar B. besnoiti.

6.3.3. Métodes immunologics

Aquestes tecniques son molt utilitzades en el diagnostic de la besnoitiosi, especialment
les técniques de serologia per a la deteccié d'anticossos. Resulten utils per detectar
parasitacions subcliniques o quan tot i detectar signes compatibles, no es poden
detectar quists degut a la sensibilitat limitada de les proves d’observacié directa

(Cortes et al., 2006b, Fernandez-Garcia et al., 2009a).

A continuacié es passen a comentar algunes de les tecniques immunologiques més

utilitzades.

6.3.3.1. Immunofluorescéncia indirecta (IFl)

Les tecniques d’IFl formen part, junt amb I'ELISA, de les tecniques més utilitzades al

llarg del temps per al diagnostic de la besnoitiosi. Estan basades en la reaccié
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especifica antigen-anticos que permet la deteccid dels anticossos anti-B. besnoiti de

I’animal i la visualitzacié per fluorescéncia en el microscopi optic.

L'estudi de Goldman i Pipano (1983) a Israel fa referéncia a I'Us de una tecnica d'IFl per
a la deteccié de B. besnoiti a partir serums de bovins carnis i lleters. Aquest estudi va
permetre detectar que un 36% dels toros joves, que havien estat importats i
considerats préviament negatius, van adquirir la infeccié després de pasturar menys

d'un any amb bovins locals.

Janitschke et al. (1984) desenvolupen una altre IFl a Sud-africa utilitzant taquizoits de B.
besnoiti cultivats in vitro provinents d’aillats de nyu com a antigens. Mostra uns
resultats millors que I'estudi de Shkap et al. (1984) ja que permet detectar un 49,5%
d'animals asimptomatics com a positius. Tot i aixi, el test continua resultant menys
sensible que la propia inspeccié visual per a detectar quists escleroconjuntivals. En
I'estudi, només un 82% dels animals que presenten aquests quists son considerats

seropositius.

Segons els estudis de Shkap et al. (2002) i Cortes et al. (2006b) la técnica ofereix uns
bons resultats en quan a especificitat amb un cut-off establert a 1:256. Tot i aixo,
['dltim autor va descriure un individu on el sérum anti-N. caninum reaccionava amb

I'antigen de B. besnoiti a un titol de 1:64.

El desenvolupament de nous antigens immunodominants ha permés millorar en el
diagnostic de les proves d'IFl, amb uns resultats comparables al Western Blot (WB)
amb el cut-off establert a 1:100 (Fernandez-Garcia et al., 2009a). Considerant els titols
d'anticossos superiors a 1:100 com a positius, I'estudi de Lenfant (2013) va obtenir uns

valors de sensibilitat de 94,3% i una especificitat de 94,7% en comparacié amb el WB.

L'estudi desenvolupat per Schares et al. (2010) van mostrar que I'lIFl podria resultar
més sensible que I'immunoblot, ja que va detectar animals amb titols de 1:100 i 1:200

gue havien resultat negatius a I'immunoblot.

Garcia-Lunar et al. (2013a) van publicar un article comparatiu de diferents tecniques
on els valors de sensibilitat i especificitat de I'IFI desenvolupat per Schares et al. (2010)

va obtenir un 90% i 86% respectivament. En el cas de I'IFl descrit per Fernandez-Garcia
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et al. (2009a) el resultat va ser del 100% de sensibilitat i el 96,4% d'especificitat quan
eren comparats amb el gold standard que havien desenvolupat (que equivalia a la
mitja de tots els tests utilitzats junt amb la informacid de si els animals mostraven

malaltia clinica per a establir els controls positius).

Les técniques actuals permeten una bona fiabilitat en el diagnostic. Encara que
presenten l'inconvenient de no poder analitzar un gran nombre de mostres alhora. El
que fa que molts cops s’utilitzin com a técniques de confirmacié o per a I'analisi de

poques mostres.

6.3.3.2. ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay)

Sén tecniques especialment indicades per a screenings o per estudis epidemiologics.
En cas d'avaluar animals valuosos per a I'explotacié o en mostres amb un resultat

dubtds es recomana emprar una tecnica de confirmacié com el Western Blot.

Les primeres referencies de diagnostic de besnoitiosi per ELISA les trobem en I'estudi
de Kaggwa et al. (1979) a I'’Africa, tot i que els resultats obtinguts per IFl van ser

considerats més sensibles (dades no disponibles; segons Sambo et al., 2014).

Shkap et al. (1984) realitzen un estudi serologic a Israel amb tecniques d’ELISA i IFI per
tal d’identificar B. besnoiti. En |'estudi, utilitzen bradizoits mantinguts en cultius
cel-lular per a lI'obtencié de I'antigen. Resumidament, a partir de la centrifugacio de les
cél-lules del cultiu, el sediment es resuspén en PBS i es passa per una columna de pols
de cel-lulosa per purificar la mostra. Posteriorment es renta la solucié tres cops amb
PBS per centrifugacié. Finalment I'antigen soluble s'obté per la lisi cel-lular per
sonicacid en diferents solucions hipotoniques i detergents. Per tal d'avaluar reaccions
creuades analitza també de seérums d’animals positius a anaplasmosi i piroplasmosi
amb titols de fins a 1:16.000. En comparacid amb la tecnica d'IFl, va obtenir uns

resultats similars en quant a especificitat perod millor sensibilitat en la prova d’ELISA.

El mateix any a Sud-africa, Janitschke et al. (1984) desenvolupen un ELISA utilitzant

antigens en una dilucié 1:800, provinents d’aillats de nyu cultivats en cel-lules Vero. En
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els resultats obtinguts, tant sols va detectar un 69% dels animals amb quists

escleroconjuntivals com a seropositius.

La importancia i disseminacid de la malaltia ha fet que es desenvolupin noves

técniques per tal d’obtenir uns resultats més fiables.

Cortes et al. (2006b), va desenvolupar la primera prova ELISA per a B. besnoitia a partir
d’antigens somatics provinents de taquizoits purificats cultivats a laboratori a partir
dels estudis inicials de Shkap et al. (1984) i segons els procediments descrits per al
diagnostic de Neospora caninum per ELISA (Gottstein et al.,, 1998). Utilitzant com a un
conjugat de conill anti-IgG de bovi. La prova va obtenir perd, una reaccié creuada amb
un sérum positiu a Toxoplasma gondii amb titols superiors als infectats amb B. benoiti.
Aguest resultat va portar a suggerir que algunes IgG bovines podrien contenir alguna
regid que pugui reconeixer inespecificament a N. caninum o T. gondii. Tanmateix, els
valors obtinguts en sensibilitat (87%) i especificitat (97,6%) es van considerar prou

utils per al diagnostic de bovins tant clinics com asimptomatics.

En I'estudi de Fernandez-Garcia et al. (2009a) s'avaluen diferents antigens per tal de
discernir quins antigens, tant de taquizoits com de bradizoits, poden resultar més
immunodominants. Per primer cop s’identifiquen antigens de bradizoits que podrien
obrir una via per a diferenciar entre la malaltia aguda i la cronica quan no hi ha signes

clinics evidents.

Es desenvolupa també un nou ELISA indirecte a partir de taquizoits purificats d’un aillat
espanyol mantinguts in vitro (Fernandez-Garcia et al., 2010) utilitzant el mateix
procediment que per N. caninum (Alvarez-Garcia et al., 2002). Basicament, I'antigen
soluble s'obté de purificar les mostres de taquizoits amb passis per columnes de
filtracio amb PBS (pH 7,2) i la centrifugacid de la solucié. El sediment (2 x 109 de
taquizoits) es resuspen amb una solucié Buffer, es lisen els taquizoits per sonicacid, es
centrifuguen i es determina la concentracié del sobrenedant que sera utilitzat com a
antigen soluble. Els resultats obtinguts amb diferents concentracions d'antigen (0,05,
0,1 0 0,2 pg/pouet) mostren una sensibilitat superior a I'estudi de Cortes et al. (2006b)
i sense mostrar reaccions creuades amb altres apicomplexes. Posteriorment, aquest

ELISA seria la base per al kit comercial INGEZIM BES 12.BES.K1 ® (INGENASA).
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Degut al desenvolupament i comercialitzaci6 de noves tecniques diagnostiques,
Schares et al. (2011a) estudia la primera versié comercial d'un altre ELISA, el
PrioCHECK® (Prionics), utilitzant diferents sérums negatius, positius i d’animals
infectats amb altres coccidis per comparar-ne els resultats amb altres tecniques
immunologiques. Els resultats obtinguts van indicar una especificitat baixa tant amb
mostres procedents d'infeccions experimentals com d'animals positius a N. caninum,
de manera similar a altres estudis previs (Shkap et al., 2002; Schares et al., 2010). La
sensibilitat en aquesta primera versié del kit comercial també va resultar especialment

baixa en els animals sense quists tissulars observables (<35%).

La manca d’estandarditzacié d'algunes tecniques descrites fa que en alguns casos els
resultats obtinguts no siguin comparables. En un estudi interlaboratorial, es van
comparar els resultats de tres kits d'ELISA indirecte actualment comercialitzats amb els
d'altres tecnigues immunologiques (Garcia-Lunar et al., 2013a), obtenint els resultats
presentats a la seglient taula 5. En aquest cas, la versio analitzada del kit PrioCHECK®
(Prionics), correspon a la segona versié comercial del kit, la que es troba actualment

disponible.

Taula 5. Resultats de sensibilitat i especificitat dels diferents kits ELISA comercials (Garcia-
Lunar et al., 2013a).

Kit comercial Sensibilitat (%) Especificitat (%)
PrioCHECK Besnoitia Ab V2.0 (Prionics) ® 100 98,8

ID Screen Besnoitia indirect (IDVET) ® 97,2 100

INGEZIM BES 12.BES.K1 (INGENASA) ® 97,2 93

En aquest estudi interlaboratorial, es van utilitzar una gran varietat de mostres
previament estandarditzades en diferents laboratoris, procedents d'animals amb
infeccions naturals en cadascuna de les fases de la malaltia amb/sense signes clinics
com amb infeccions amb d'altres parasits de la familia Sarcocystidae. En general es va
considerar que tots els tests ELISA comercials obtenien uns bons resultats, tot i que la

sensibilitat es reduia quan els titols d'anticossos eren baixos, especialment durant la
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fase aguda de la malaltia i en alguns animals, durant la fase cronica (Fernandez-Garcia

et al., 2010; Schares et al., 2010).

Recentment, s’ha desenvolupat un nou test d'ELISA. En aquest, els antigens de B.
besnoiti sén altament especifics (Schares et al., 2013) ja que es purifiguen mitjancant
una cromatografia d’afinitat immune en dos columnes, de manera que s’eliminen els
antigens reactius no especifics passant les diferents regions proteiques per una
columna amb anticossos anti-Neospora i es recullen els que tenen afinitat amb els
anticossos anti-Besnoitia en una segona columna. Els resultats mostren un 100% de
sensibilitat i un 99,8% d'especificitat amb aquesta prova Apure-BbELISA. Segons I'autor,
també pot detectar la malaltia en els estadis inicials, a partir dels 7-8 dies després de

I’inici de la febre.

6.3.3.3. Western Blot (WB)

Esta considerada com la técnica de referéncia o gold standard, per l'excel-lent
sensibilitat i especificitat. Es recomana especialment per a la confirmacié de casos

dubtosos.

La primera técnica de WB va ser desenvolupada per Cortes et al. (2006b) a partir dels
estudis de Staubli et al. (2006) per a N. caninum, degut als problemes d'especificitat
detectats amb les proves d'ELISA. La técnica principalment es basa en la lisi de
taquizoits mitjancant diferents solucions, la migraci6 de proteines amb una
electroforesis en gel de poliacrilamida amb dodecilsulfat de tampdé (SDS-PAGE),
posteriorment es transfereixen per electroforesi cap a una membrana de PVDF
(polyvinylidene fluoride) i es bloqueja la reaccié amb una solucié proteica. S'incuben les
tires amb els serums problemes en una dilucié 1:100 i la reaccié dels anticossos bovins
s’observa quan s’afegeix el conjugat anti-IgG i el substrat. L'estudi va permetre
diferenciar un perfil tipic d’antigens per a Besnoitia besnoiti amb tres arees principals
de reactivitat, on només una produia una certa reactivitat amb N. caninum. La técnica

va poder elucidar entre els resultats dubtosos de I'ELISA mostrant una sensibilitat del
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91% i una especificitat entre 96,4-100%. Alhora, té I'avantatge de permetre la deteccid

de diferents agents etiologics en un mateix hoste.

El WB desenvolupat per Fernandez-Garcia et al. (2009a) es va realitzar a partir de la
técnica emprada per al diagnostic de N. caninum (Alvarez-Garcia et al., 2002) utilitzant
antigens de taquizoits i bradizoits, el que va permetre també detectar antigens
immunodominants. La correlacio WB - IFl va ser molt similar quan es va utilitzar

I'antigen més immunodominant.

Schares et al. (2010) també desenvolupa un WB per al diagnostic de B. besnoiti.
Basicament, utilitza un procediment similar amb bandes d’antigens tant per taquizoits

com per bradizoits en una dilucié del serum a 1:200.

En I'estudi interlaboratorial de Garcia-Lunar et al. (2013a) també es van comparar les
diferents tecniques de WHB utilitzades a nivell europeu. Tant les técniques
desenvolupades per Ferndndez-Garcia et al. (2009a) com la de Schares et al. (2010)
mostraren uns resultats molt similars, propers al 100% tant pel que fa a sensibilitat
com a especificitat. Un WB desenvolupat per Liénard et al. (2011) a partir de I'estudi
de Cortes et al. (2006b), va mostrar uns resultats similars en especificitat pero menors

en sensibilitat.

6.3.3.4. Tecniques d’aglutinacié

El test aglutinacié modificat per a B. besnoiti (B-MAT) descrit per Waap et al. (2011)
pot detectar anticossos anti-B. besnoiti en sérum bovi. Estan basats en la incubacié del
serum amb suspensions de taquizoits i mostren un 97,2% de sensibilitat i 99,3%

d'especificitat.

Tanmateix, les técniques serologiques presenten certes limitacions. Una d’elles és el
temps a partir del qual els nivells d’anticossos especifics a B. besnoiti es poden
detectar. La variabilitat individual lligada, en part, a la manca d’informacié sobre la

resposta immune provocada pel parasit o la dinamica d’anticossos, fa que encara es
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necessitin més estudis per avancar en el diagnostic serologic (Alvarez-Garcia et al.,

2013).

Actualment, amb les técniques disponibles és complicat detectar els animals
seropositius durant la fase aguda de la malaltia degut al titol baix d’anticossos que
encara hi ha en aquest estat (Garcia-Lunar et al., 2013a). El mateix problema podria
apareixer també en els animals en que I'estimulacié dels quists sobre la immunitat pot
ser insuficient per a que sigui detectable. Schares et al. (2010) també va descriure

casos d'animals anérgics, clinicament positius pero resultaven seronegatius.

Aquests punts porten cap a noves opcions a I'hora d'encaminar la investigacié a noves
técniques com ara basar el diagnostic en proteines especifiques per a taquizoits i
bradizoits (Garcia-Lunar et al., 2013b). Fernandez-Garcia et al. (2009a) i Schares et al.
(2010) ja van identificar diversos antigens immunodominants tant de taquizoits com de
bradizoits. Aquests antigens permetrien diferenciar la fase del parasit i per tant,
diferenciar també entre la fase aguda i cronica de la malaltia, essent util tant per a
animals simptomatics com asimptomatics i aparentment, sense risc de reaccions

creuades entre ells.

Els problemes d'especificitat son de fet, una altra de les limitacions de les tecniques
serologiques actuals. Schares et al. (2013) van considerar que determinats antigens es
poden compartir entre organismes de la mateixa familia, el que sembla estar en
concordanga amb I'aparicié d’un nombre baix de reaccions creuades de B. besnoiti i T.
gondii o N. caninum (Goldman i Pipano, 1983; Shkap et al., 2002; Fernandez-Garcia et
al., 2010; Schares et al., 2010 i 2011b). L'estudi de Garcia-Lunar et al. (2013b) va ser el
primer en identificar almenys cinc proteines que poden donar reaccions creuades

entre B. besnoitii N. caninum.

Les reaccions creuades podrien explicar perqué en paisos on no s'ha descrit B. besnoiti
com Australia (Nasir et al., 2012) o al Brasil (Uzéda et al., 2014), s'han detectat casos
d'individus amb una reactivitat serologica dubtosa a B. besnoiti. Tanmateix, també
s’han de tenir en compte altres factors com ara la variabilitat individual de la resposta

immune o les diferéncies antigéniques o de viruléncia dels diferents aillats del parasit.
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6.3.3.5. Immunofluorescencia directa (IFD)

Liénard et al. (2013) va desenvolupar aquesta tecnica per tal de detectar taquizoits
presents en sang. L'IFD va permetre detectar I'antigen de B. besnoiti en la cavitat
abdominal de S. calcitrans 1 hora postingestid. No obstant, la prova molecular va
mostrar una major sensibilitat en detectar el DNA parasitari també en I'aparell picador

i fins a 24 hores després de la ingesta.

6.3.3.6. Immunohistoquimica

L'ds d'anticossos en aquesta técnica permet la deteccidé i el seguiment del

desenvolupament del parasit a través dels talls histologics.

Frey et al. (2013) descriu amb bons resultats la utilitzacié d'anticossos policlonals

enfront antigens tant de taquizoits i bradizoits de B. besnoiti, a una dilucié de 1:3000.

En els estudis realitzats per Dubey et al. (2003a i 2013) també es descriu |'Us
d'anticossos policlonals dirigits contra antigens de bradizoits per a B. besnoiti i B.
oryctofelisi. L'autor també utilitza la combinacié d'altres tincions dirigides contra
cél-lules tissulars com l'avidina—biotina immunoperoxidasa o I'Us d'altres anticossos

contra parasits com T. gondii per tal de millorar la sensibilitat de la prova.

6.3.3.7. Altres técniques diagnostiques

L'evolucid en el diagnostic de la besnoitiosi bovina possiblement estara marcada pel
desenvolupament de nous marcadors geneétics i la seqlienciacié completa del parasit.
L'establiment d'altres técniques que s'utilitzen per a d'altres parasits de la familia
Sarcocystidae podria millorar-ne també la deteccid. Les noves linees diagnostiques que
es podrien valorar en el futur inclouen tecniques moleculars com la RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) o
MLMT (Multilocus Microsatellite Typing) aixi com I'espectrometria de masses MALDI-
TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight) per a l'analisi de

proteines (Olias et al., 2011).
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7. Tractament

En I'actualitat no es disposa d’un tractament farmacologic efica¢ per I'eliminacié del
parasit ni tampoc per a la prevencié de la malaltia (Shkap et al., 1987; Cortes et al.,

2007b, Alvarez-Garcia et al., 2013).

Pols (1960) va analitzar I'accié de diverses sulfamides i antimalarics. En I'estudi va
utilitzar conills infectats experimentalment i els van tractar tant durant el periode
d'incubacié com durant la fase aguda de la malaltia. Segons l|'autor, cap canvi
morfologic del parasit va ser atribuible a I'accié dels farmacs. Considerant |'efecte de
'no morir' com a recuperacid, I'autor només descriu cert efecte amb la sulfamerazina
(6 de 15 animals vius després del tractament) i la pentamidina (2 de 3 vius després del
tractament). Tanmateix, |'autor relacionava la supervivéncia amb la resisténcia
individual de I’'animal o a una reduccié de la viruléncia del parasit degut als successius

passis de |'aillat més que no pas a un efecte antiparasitari dels farmacs.

L'estudi de Shkap et al. (1987) va descriure que Unicament les oxitetraciclines de llarga
durada resultaven efectives en rosegadors infectats experimentalment. Perd amb
resultats variables in vitro, ja que I'halofuginona va mostrar una major inhibicié del

creixement dels bradizoits.

Cortes et al. (2007b) destaca I'efecte de la nitrozoxanida sobre els taquizoits cultivats
in vitro en cel-lules Vero. L'autor descriu un increment del nombre de vacuols del
citoplasma del parasit junt amb una perdua de la integritat estructural de la membrana
parasitofora. El mateix efecte es descriu amb el derivat desacetilat (sense el grup nitro)
de I'esmentat farmac, pero amb |'avantatge que aquest derivat no té descrits efectes

mutagenics.

Alguns autors recomanen l'administracié de tractaments basats en sulfamides des de
I'inici de la fase aguda (Jacquiet et al., 2010). Les dosis recomanades sén de 200 mg/kg
per la sulfadimerazina o 80 mg/kg de sulfadimetoxina, durant almenys 7 dies. El seu Us
podria ser efectiu en la reduccié de la gravetat dels simptomes perd no aconsegueix
esterilitzar I'hoste. L'Us de tetraciclines també esta discutit i no esta demostrada la

seva eficacia en proves de camp.
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En general, el tractament recomanat és la separacié dels animals malalts de la resta del
grup i un tractament pal-liatiu simptomatic (diuretics, antinflamatoris, antibioterapia
per a infeccions bacterianes secundaries...). També mesures de suport alimentari per
intentar recuperar la condicié corporal de |'animal, com pinso d’alta qualitat amb

suplements vitaminics i minerals (Castillo 2005).

S’ha de tenir present perd, que I'animal generalment no arriba a eliminar
completament el parasit ni a recuperar-se totalment de les lesions i que per tant, molts

cops s’aconsella eliminar I'lanimal de I'explotacio (Jacquiet et al., 2010).

8. Control i profilaxi

Fins a I'actualitat, no hi ha cap vacuna autoritzada a Europa. A Israel i Sud-africa es va
comercialitzar una vacuna atenuada (Bigalke et al., 1974; Penzhorn et al., 1995; Bigalke

i Prozesky 2004).

La vacuna desenvolupada a Sud-africa contenia 10’ taquizoits de B. besnoiti aillats de
nyu cultivats in vitro. Segons Bigalke i Prozesky (2004), una dosi de la vacuna protegeix
de la forma clinica durant quatre anys. El mateix autor comenta que, en un estudi no
publicat, el titol d'anticossos cap als antigens vacunals detectats per IFl, comencen a
disminuir al cap de 180 dies. La vacuna no va resultar ser preventiva d'una infeccio

subclinica.

El desenvolupament de noves vacunes, queda en part condicionat en la caracteritzacid

de nous antigens especifics del parasit (Njagi et al., 2004).

Shkap et al. van realitzar diversos estudis per tal d'identificar nous antigens de B.
besnoiti a partir de taquizoits cultivats en el laboratori (Shkap et al., 1989 i 1990).
Posteriorment, els autors desenvolupen un anticos monoclonal que és capag¢ d'inhibir
la multiplicacio in vitro de B. besnoiti en 4-8 dies d'incubacié (Shkap et al., 1995).
Tanmateix, l'anticos no va resultar ser neutralitzant en les proves in vivo amb

rosegadors.
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Njagi et al. (2004) també desenvolupa anticossos monoclonals dirigits contra antigens
de membrana de taquizoits de B. besnoiti. Els resultats de I'estudi mostren, a una
dilucié 1:2 del serum immune (amb titols d'anticossos de 1:5125), una reduccio de fins

al 90% el nombre de taquizoits en el cultiu cel-lular.
Actualment pero, encara no ha estat desenvolupada cap vacuna inactivada.

La manca de vacunes juntament amb la ineficacia dels tractaments ha fet que
I'objectiu principal sigui el diagnostic precog dels individus portadors asimptomatics i
les mesures de maneig necessaries per evitar la propagacié de la malaltia (Alvarez-

Garcia et al., 2013).

Les mesures de control han de ser establertes segons les caracteristiques de cada

situacio a l'explotacid, com s'indiquen a continuacio.

8.1. Mesures de control en explotacions no infectades

Per tal d'evitar I'entrada del parasit, es recomana analitzar tots els animals préviament
a la seva entrada a I'explotacié. Un control clinic i serologic de tots els bovins a partir
dels 6 mesos d’edat i si és possible, repetir-ho a les 6 setmanes per detectar els falsos
seronegatius en cas que encara no haguessin seroconvertit en el primer analisi

(Lenfant et al., 2013).

En cas de trobar-se en una zona d’alta prevalenca, evitar compartir pastures amb
altres explotacions aixi com I'Us de mascles per a muntes naturals. En cas que les
condicions de I'explotacié no ho permetin, es recomana analitzar els animals al final de

I'época de pastura abans de mantenir-los estabulats.

La deteccid d'un positiu comporta I'eliminacié de I'animal de I'explotacié. En el suposit
que no fos possible, es recomana mantenir-los separats de la resta d’animals (Alvarez-

Garcia et al., 2014a).

Mantenir un sistema de control d'insectes també resulta essencial per a evitar la

dispersid del parasit dins I'explotacié.
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8.2. Mesures de control en explotacions infectades

Per evitar la dispersié de la malaltia, I'eliminacid gradual dels animals seropositius ha
resultat un sistema de control efica¢ per a la besnoitiosi (Kumi-Diaka et al., 1981;

Jacquiet et al., 2012).

Comencgant per substituir els animals que presentin els signes clinics més greus per
d'altres seronegatius i mantenir-los separats de la resta del ramat. Jacquiet et al. (2012)
va comprovar que en explotacions on la prevalenca és baixa (<10%) |'eliminacio
selectiva dels animals positius pot resultar una mesura efica¢ per a la eradicacié del

parasit a nivell de granja.

L'establiment d'aquesta selecciéd exhaustiva a llarg termini juntament amb evitar
gualsevol contacte entre animals d'explotacions diferents, semblen ser les mesures
més efectives quan es considera la relacié benefici/cost en aquells casos on la

prevalenca de I'explotacio és elevada.

En general, les explotacions en regim intensiu faciliten aquestes practiques per al
control de la malaltia. La inseminacié artificial, el seguiment exhaustiu de les
produccions i les pastures restringides a zones properes (o la manca d’elles) dificulten
el contacte entre animals i faciliten el control la malaltia. En aquestes condicions, el
control d'insectes mitjancant I'Gs de repel-lents també resulta més efica¢ i disminueix

el nombre de picades que poden rebre els animals.

En canvi, en les explotacions en régim extensiu aquestes mesures sén més dificils
d’implantar i encara que la prevalenga arriba a disminuir, la eradicacié de la malaltia

resulta més complicada (Alvarez-Garcia et al., 2013).

8.3. Mesures de control d'insectes

El control d'insectes (o d'artropodes en general) és recomanable en tots els casos,
estigui present la malaltia a |'explotacid o no, per tal de protegir als animals de les
picades (Jacquiet et al., 2010). Tanmateix, la instauracié d'aquest control sempre s'ha

de realitzar en combinacié amb d'altres mesures profilactiques.
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Generalment el control d'insectes que poden estar involucrats en la transmissio de
malalties es pot dur a terme mitjangant estrategies de maneig, aplicacio de pesticides i

metodes de lluita biologica.

Les mesures de maneig s’inclouen entre les més efectives per al control de les
mosques en general. Basicament es basen en la neteja de les instal-lacions per tal
d'evitar I'acumulacié de femtes i restes de matéria vegetal que poden servir per a
aliment de larves de mosca. Mesures de maneig com les rotacions de pastures,
encaminades a substituir determinades pastures susceptibles a determinats insectes o
el cultiu en franges de diferents espécies vegetals per tal de crear una diversitat
d'habitats favorable per al control biologic podrien ser altres alternatives. També, el
cultiu de determinades plantes prop de I'explotacié com les que focalitzen els insectes
o les que sintetitzen molecules repel-lents de manera natural es podrien considerar.

No obstant, I'aplicacié d’aquestes mesures depen de les condicions de cada explotacio.

Les mesures de control quimic per al control d'insectes poden incloure tant
substancies atraients, com repel-lents o insecticides sobre els animals. La presentacié
dels tractaments també varia, desde pour-on, plaques auriculars, aerosols,.. Contra les
mosques picadores es recomanen especialment els piretroides sintétics, ja que
contenen un ampli poder residual sobre els animals. El seu mecanisme d'accié com a
insecticides és interferint els canals de sodi dels axons nerviosos de I'insecte, resultant
en una repolaritzacio retardada del canal i una paralisi eventual. Tot i aix0, degut al poc
temps que necessita la mosca per a la ingestié de sang, el tractament aplicat sobre els
animals podria tenir poc efecte. L'aparicid de resisténcies a la permetrina ha estat
descrita en S. calcitrans (Salem et al, 2012). Altres insecticides inclouen 1'Us
d'avermectines o organofosforats, tot i que aquests ultims tenen una elevada toxicitat
i la retencié en teixits en fa establir un periode de supressié variable segons el

producte.

També hi ha els mecanismes de control fisics d'insectes, on s'inclouen totes aquelles

barreres o trampes que impedeixen el contacte de I'insecte amb el seu hoste.

Pel que fa a mesures de control biologic, una de les més efectives seria afavorir la

preséncia de depredadors naturals insectivors autoctons a la zona propera a
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I'explotacié. D'altres, com ara organismes parasitoids que ataquin diferents fases del
cicle biologic dels insectes, com per exemple alguns géneres de fongs
entomopatogenics que afecten les pupes de mosca o pteromalids com Spalangia
cameroni, un tipus d'himenopter endoparasitoide de S. calcitrans. Aquestes mesures
obtenen resultats variables, no han estat provades al nostre pais, presenten uns
resultats a llarg termini a més de tenir un potencial impacte ecologic (Skovgard i
Steenberg, 2002). Tanmateix, alguns autors consideren que pot ser una nova via de

control (Hajek et al., 2007).

Per dltim, s'han descrit també mesures de control parabiologic com ara I'Us de
reguladors del creixement dels insectes (cyromazin, triflumuron). Sén compostos
quimics que no eliminen l'insecte diana directament, sin0 que interfereixen en el seu
creixement i desenvolupament. Aquests metodes encara necessiten més estudis ja que
els resultats sén molt variables i no esta clar si realment sén espécie-especifics com

inicialment es creia (Hagler, 2000; Salem et al., 2012).
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VII. ESTUDI 2 - Seroprevalenca de la besnoitiosi

bovina a Catalunya
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Seroprevalencga de la besnoitiosi bovina a Catalunya

Introduccio

La besnoitiosi bovina és una malaltia parasitaria causada per Besnoitia besnoiti, un

protozou formador de quists en els teixits.

L'augment de casos clinics a Europa durant els ultims anys n'ha fet destacar la
importancia en el seguiment i el control de la malaltia. Es considera que factors com
I'intercanvi d’animals portadors subclinics, determinades mesures de maneig a
I'explotacid o [I’activitat d'insectes hematofags probablement han afavorit la

propagacio de la malaltia.

Amb I'objectiu de millorar en el coneixement de la malaltia aixi com en els factors
epidemiologics implicats, es presenta aquest estudi realitzat a partir de mostres de

serum de bovins de diferents aptituds i sistemes productius a Catalunya.

Material i metodes
Seleccié del nombre i tipus de mostres

El nombre de sérums per tal de determinar la seroprevalenca va ser calculat utilitzant
el sistema WinEpi, amb el 99,5% de confianga i un marge d’error del 5%. Es va assumir
una prevalenca desconeguda del 50% sobre una poblacié coneguda de I'lany 2010 de
555.829 bovins (idesCat). Segons el programari, un minim de 788 mostres eren

necessaries d’analitzar. Finalment es varen utilitzar 795 serumes.

Els sérums analitzats provenien d'una col-lecci6 de sérums emmagatzemada al
laboratori de la Unitat de Parasitologia. Atés que els animals de lidia tenen certes
particularitats en la cria i el maneig, 162 dels serums inclosos a l'estudi van ser
d'aquesta aptitud (raca de Lidia i creuats). La resta de mostres de serums van ser

seleccionades a partir d’'una base de dades on es van escollir primerament les
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explotacions carnies i lleteres del nord i sud de Catalunya, i posteriorment, la seleccid

aleatoria dels serums mitjangant el programari IBM SPSS Statistics v.20.

La informacid recollida de cadascun dels serums durant la realitzacié de la col-leccié de
sérums, va servir per a tenir la referéncia geografica de les explotacions i la informacié

sobre el sexe, raga i edat dels animals.

A partir de les coordenades geografiques de les explotacions, es va poder obtenir la
classificacio sobre el clima i I'altitud de cadascuna d’elles segons les dades disponibles
a I'Atles Nacional de Catalunya (ICGC 2009) tal i com es va realitzar a I'estudi de
seroprevalencga d'hemoparasitosis. La informacié sobre si els animals sortien a pasturar
a l'exterior es va obtindre a través d’entrevistes i consultes epidemiologiques a

persones relacionades amb cada explotacio.

Estudi serologic

Els serums van ser analitzats amb la técnica d’ELISA indirecte comercial PrioCHECK
Besnoitia Ab v2.0® (Prionics) seguint les instruccions del fabricant (veure Annex II:
procediment 3). Per a la lectura dels resultats, es va mesurar la densitat optica (DO)

amb I'espectrofotometre Labsystems Multiskan RC a 620 nm.

A partir de la densitat Optica es va calcular el percentatge de positivitat (PP) segons la
formula (DO mostra/DO control positiu)*100. El cut-off va ser establert en PP>15 per

als positius segons les recomanacions del fabricant.

Analisi estadistic

L'analisi estadistic i el calcul de l'efecte dels diferents factors, en relaci6 amb els
resultats serologics, es va desenvolupar amb un model lineal generalitzat que utilitza
equacions d'estimacio generalitzades mitjancant el programari IBM SPSS Statistics v.20.

(Veure Annex | per al fonament i interpretacié del model).
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Resultats

Serums recollits

Dels 795 serums recollits, 294 van correspondre a bovins d'aptitud lletera, els 162
animals seleccionats d'aptitud de lidia i els 339 restants van ser bovins d'aptitud carnia
(12 de creuats, 303 Bruna dels Pirineus, 11 Salers i 13 d'altres). En 'altres' es van
agrupar bovins de les races Simmental (4), Pirinenca (3), Llemosina (2) i Parda Alpina

(4). Pel que fa al sexe dels animals, 771 sérums van ser de vaques i 24 mascles.

La geolocalitzacié de les 111 explotacions d’origen dels serums es mostren a la figura 1.

Les explotacions corresponien a bovins de carn (n=80), llet (n=22), lidia (n=9).
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Figura 1. Geolocalitzacio de les explotacions d'origen segons l'aptitud dels animals.
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A partir de les coordenades geografiques de les explotacions es va poder obtenir la
informacié tant del clima com de l'altitud dels municipis on es troben de cadascuna
d’elles segons I'Atles Nacional de Catalunya (ICGC 2009), de la mateixa manera que

s'havia realitzat amb I'estudi d'hemoparasits.

Per a la realitzacié de I'analisi estadistic es van agrupar diversos factors en variables
categoriques. Per a l'edat es van diferenciar tres rangs amb un nombre similar de
serums en: animals fins a 2 anys, entre 3 - 4 anys i a partir de 5 anys. L'altitud (en

metres) de les explotacions es va agrupar en: de 0-199, 200-499, 500-999, 1000-1999.

Resultats de I'estudi serologic

Dels 795 animals analitzats, 508 van resultar seropositius que equival al 63,9% del total
amb un interval de confianca (IC) del 95% de 60,5-67,3%. Pel que fa als subgrups
bovins analitzats, els seropositius van correspondre a 201 de carn (59,3%), 178

d’aptitud lletera (60,5%) i 129 animals de lidia (79,6%).

A la figura 2 es representa la distribucié del nombre d’animals segons I'edat junt amb

els resultats obtinguts.

L'analisi estadistic realitzat als diferents factors analitzats amb el model lineal
generalitzat va trobar diferéncies significatives en I'aptitud, I'edat, el clima i el fet de
sortir a pasturar o no (p-valor <0,05). Els altres factors analitzats que varen resultar no

significatius es van eliminar del model estadistic.
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Figura 2. Distribucié del nombre d’animals segons I'edat i els resultats classificats en
positiu (POS) o negatiu (NEG).
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Tal i com s’observa quan s’avalua el conjunt total dels bovins, I'aptitud dels animals
presenta diferéncies significatives (taula 1). EIl model ens indica que la diferencia
estadistica radica en el subgrup de lidia, que presenta un major de seropositivitat que

els animals lleters.

L’edat dels animals és un altre factor que afecta la positivitat en el total de la poblacid
bovina. La seroprevalenca augmenta de manera significativa segons s’augmenta el
rang d’edat dels animals, oscil-lant entre 56-75 % de positivitat. Pel que fa als subgrups
bovins, tant els de carn com els lleters mostren diferéncies significatives entre el rang
d’edat més jove i els rangs superiors (taules 2 i 3). En canvi, en el subgrup de lidia no es
mostren diferéncies significatives i els tres rangs d’edat mostren una positivitat

elevada propera al 80% (taula 4).

Pel que fa al clima, la positivitat és significativament menor en el clima Oceanic en
comparacio amb la resta de climes (taula 1 i 2). Quan es disposa de dades comparables,

el model no mostra diferencies significatives entre els altres climes no Oceanics.

El factor “pastura” ha donat una diferéncia significativa quan es comparava si els
animals sortien o no a pasturar. En el total de la poblacié estudiada s’ha observat que
els animals presenten més positivitat quan no surten a pasturar (73%). En el cas dels
animals lleters també s’observa aquest cas, mentre que en els individus de races
carnies no sembla haver-hi diferencies significatives. En els animals de lidia aquest

factor no és avaluable ja que tots els animals es trobaven en extensiu.
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Taula 1. Model estadistic: mitjana ajustada (%) i error tipic del model lineal generalitzat per a
Besnoitia besnoiti per al total de mostres analitzades.

Total (n=795)

Mitjana Error tipic Sig.
n ajustada Bonferroni
(%)
Edat 0-2 226 56 4,9
(anys) 3-4 224 65 4,2 *0,000
>5 345 75 3,5
Clima Oceanic 67 39 8,4
Med. pre-/pirinenc 420 72 4,2 *0,000
Med. continental 56 74 6
Med. pre-/litoral 252 74 3,6
Pastura No 137 73 4,9 *0,004
Si 658 58 3,2
Aptitud  Carnia 294 64 4,4
Lletera 339 55 3,6 *0,002
Lidia 162 77 6,1

n: nombre de mostres. Sig. Bonferroni: p-valor segons la correccié de Bonferroni (* significatiu).
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Taula 2. Resultats del model lineal generalitzat per a Besnoitia besnoiti dels animals d'aptitud
carnia.

Aptitud carnia (n= 339)

Mitjana Error tipic Sig.
n ajustada Bonferroni
(%)

Edat 0-2 83 31 9,7

(anys) 3-4 67 52 10,6 *0,000
25 189 59 9,6

Clima Oceanic 67 31 9,7
Med. pre-/pirinenc 272 64 8,4 *0,000
Med. continental - - -
Med. pre-/litoral - - -

Pastura No 9 49 18,2 0,871
Si 330 46 4,2

n: nombre de mostres. Sig. Bonferroni: p-valor segons la correccié de Bonferroni (* significatiu).
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Taula 3. Resultats del model lineal generalitzat per a Besnoitia besnoiti dels animals d'aptitud
lletera.

Aptitud lletera (n= 294)

Mitjana Error Sig.
n ajustada tipic Bonferroni
(%)
Edat (anys) 0-2 108 57 51
3-4 114 59 49 *0,016
>5 72 75 5,3
Clima Oceanic - - -
Med. pre-/pirinenc 148 63 4,3 0,957
Med. continental 55 66 6,8
Med. pre-/litoral 91 64 5,6
Pastura No 128 72 4 *0,005
Si 166 55 4,8

n: nombre de mostres. Sig. Bonferroni: p-valor segons la correccié de Bonferroni (* significatiu).
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Taula 4. Resultats del model lineal generalitzat per a Besnoitia besnoiti dels animals d'aptitud
de lidia.

Animals de lidia (n= 162)

Mitjana Error Sig.
n ajustada tipic  Bonferroni
(%)

Edat (anys) 0-2 35 77 7,1
3-4 43 79 6,2 0,893
25 84 81 4,3

Clima Oceanic - - -
Med. pre-/pirinenc - - - N.E.
Med. continental - - -
Med. pre-/litoral 162 79 3,4

Pastura No - - - N.E.
Si 162 79 3,4

n: nombre de mostres. Sig. Bonferroni: p-valor segons la correccié de Bonferroni (* significatiu).
N.E.: parametre no estimat.
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Discussio

L'estudi ha revelat una seroprevalenca alta (63,9%) en la poblacié de bovins analitzats.
Encara que no mostra uns valors tan elevats com els descrits en els estudis de zones
epizootiques amb valors propers al 80% (Schares et al., 2009, Fernandez-Garcia et al.,
2010). De fet, estudis recents a I'Estat Espanyol mostren una tendéncia a
I'estabilitzacié en zones inicialment considerades com enzootiques com és el cas
d'Osca (d'un 50% aproximadament) o Castella la Manxa (63%)(Garcia-Lunar et al., 2011;
Gutiérrez-Expdsito et al., 2014). A Catalunya s’han comunicat casos esporadics en
bovids domestics i silvestres pero no es té constancia d’estudis epidemiologics previs

(Garcia de Jalén et al., 1995, Vidal et al., 2014, Gutiérrez-Expdsito et al., 2013).

Les mitjanes ajustades que estima el model estadistic mostren uns valors
seropositivitat també superiors al 50% en els tres subgrups bovins analitzats. La
seropositivitat del 55% detectada en el bovi lleter podria indicar que es tracta del
subgrup bovi de menys risc entre els estudiats. La majoria d'estudis fan referéncia a
animals en extensiu (Fernandez-Garcia et al., 2012; Alvarez-Garcia et al., 2014a), tot i
gue també s'han descrit casos clinics en bovi lleter (Loste et al., 2011) i es consideren
que poden infectar-se de manera similar als de races carnies (Jacquiet et al., 2010). Els
bovins lleters analitzats son tots de raca Frisona, que sén animals adaptats a un
sistema de cria principalment en intensiu (tot i que en I'estudi s'han inclos animals que
surten a pastura) i amb inseminacié artificial (Bigalke, 1968; Gentile et al., 2012;
Alvarez-Garcia et al, 2013) el que dificultaria la transmissié de la malaltia en

comparacio amb els altres subgrups.

En el cas dels bovins carnis la mitjana ajustada es manté similar a la prevalenca total
obtinguda del 64%, mentre que en el cas dels animals de Lidia la mitjana ajustada del

77% podria indicar que es tracta d'una poblacié especialment exposada a Besnoitia.

Possiblement determinats factors de cria i maneig propis de cada subgrup bovi tinguin
una marcada influéncia sobre les seropositivitat més que en la propia susceptibilitat
d'una raca o aptitud en concret (Goldman i Pipano, 1983, Alvarez-Garcia et al., 2013).
Dins dels bovins carnis analitzats un 90% aproximadament eren de la raga Bruna dels

Pirineus, que basen la seva cria en extensiu amb un sistema de vall-port de muntanya i
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la reproduccio és basicament per munta natural (Bigalke, 1968; Gentile et al., 2012;
Alvarez-Garcia et al., 2013). Aquests factors podrien afavorir el contacte entre animals
parasitats i sans tant de la mateixa explotaci6 com d’explotacions diferents si
comparteixen pastures (Juste et al., 1990, Jacquiet et al., 2010). També pot permetre

el contacte entre animals silvestres (Gutiérrez-Expdsito et al., 2013).

Els bovins de Lidia també es crien en extensiu i es podria donar el mateix cas que
I'anterior. En aquests ultims, s’utilitza la munta natural dirigida per lots de cubricié i
podria afectar (Gentile et al., 2012; Alvarez-Garcia et al., 2013), si el toro semental fos
portador asimptomatic si no es realitzen els controls sanitaris adequats (Cortes et al.,

2006b).

L'edat de I'animal s'ha demostrat com a un dels factors que influeixen en I'aparicio i el
manteniment de la infeccié. Es considera que la relacid positiva entre l'edat i la
seroprevalenca és degut a la probabilitat d'entrar en contacte amb el parasit (Goldman
i Pipano, 1983, Fernandez-Garcia et al., 2010, Alvarez-Garcia 2014). Aquest fet explica
el progressiu augment de la seroprevalenca detectada en I'estudi quan s'avaluen els
diferents rangs d'edat, tant en el conjunt total de la poblacié analitzada com en el
subgrup lleter i carni (Goldman i Pipano, 1983, Ferndndez-Garcia et al., 2010, Liénard
et al., 2011; Alvarez-Garcia et al., 2014b, Gutiérrez-Expdsito et al., 2014). En canvi, en
els animals de Lidia tots els rangs d’edat mostren un valor proper al 80% indicant que

podria ser una poblacid especialment exposada a la infeccid degut al sistema de cria.

El clima afecta a la preséncia de vectors de la zona ja que les temperatures suaus solen
ser les més optimes per al desenvolupament dels dipters (Liénard et al., 2011). Els
bovins de la Vall d'Aran (clima Oceanic) han mostrat una seropositivitat inferior (39%)
a la resta de bovins estudiats. Aquesta zona presenta una pluviometria més elevada
(mitja anual entre 800-1200 mm), hiverns més freds (mitja de gener de -32C a 29C) i
estius més suaus (mitja d'agost entre 112C i 172C) que la resta del territori catala (ICGC
2009). Es desconeix de quina manera poden influir aquestes condicions climatiques
sobre la poblacié de dipters, tot i que la deteccid la infeccid suggereix la presencia del

parasit (Cortes et al., 2006c, Schares et al., 2011b, Schares et al., 2013).
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A més de la preséncia dels vectors, també s'ha de tenir en compte la probabilitat
d'entrar en contacte que tenen els bovins amb ells. Per aix0 es va voler avaluar si el
factor de sortir a pasturar condiciona o té algun efecte en la seroprevalenga de la
malaltia. Es considera que els individus que surten a pastura poden tenir més risc ja
que estan més exposats als vectors (Baldacchino et al., 2013, Baldacchino et al., 2014).
Sorprenentment, els resultats de I'estudi han mostrat que en els bovins lleters que no
pasturen (n= 128) presenten una positivitat significativament superior als que si
pasturen (n= 166). Podria estar en relacié amb que poden mantenir contacte directe
amb els altres animals estabulats i que Stomoxys calcitrans tendeix a trobar-se més
freqiientment junt als animals estabulats, ja que les fases larvaries solen desenvolupar-
se en substrats rics en matéria organica (Baldacchino et al,, 2013), com serien els
femers. D’aquesta manera els animals estabulats d’'una zona endéemica podrien estar

més temps en exposicido amb aquests dipters picadors.

Tot i que s'ha comprovat que S. calcitrans pot actuar com a vector per a B. besnoiti, la
capacitat vectorial a través de la seva picada encara s’ha de verificar en estudis de
camp (Bigalke, 1968; Scoles et al., 2005, Liénard et al., 2011). Estudis recents han
descrit augments de titols d’anticossos a l'inici de la primavera coincidint amb el

periode de maxima d'activitat d'aquestes mosques (Liénard et al., 2013).

No s’han trobat diferéencies significatives entre el sexe dels bovins i I'altitud on es
troben les explotacions. El sexe dels individus no sembla estar relacionat amb Ia
seroprevalenca (Alvarez-Garcia et al., 2014b, Gutiérrez-Expdsito et al., 2014) cosa que
sembla estar en concordanca amb els resultats obtinguts en el present I'estudi. D'altra
banda, I'altitud de I'explotacié podria tenir una influéncia en els vectors que es puguin
trobar a la zona. Altres estudis de seroprevalenca publicats mostren resultats variables
(Alvarez-Garcia et al., 2014b, Gutiérrez-Expdsito et al., 2014) ja que molts cops al
factor altitud es troben associats d’altres com el sistema de cria o la preséncia de

vectors.

Sens dubte, una altra qulestié a tenir en consideracié en el resultat de I'estudi és el
diagnostic serologic. Una de les tecniques habitualment emprades és la técnica d'ELISA

indirecte (Basso et al., 2013, Rinaldi et al., 2013, Ashmawy et al., 2014, Hornok et al.,
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2014), tanmateix, acostuma a utilitzar-se junt amb la tecnica gold standard, que és el
Western Blot (WB). Les proves de WB desenvolupades per diferents estudis presenten
uns valors propers al 100% tant pel que fa a sensibilitat com a especificitat, ja que
detecten diverses bandes d’antigens immunodominants per a B. besnoiti, el que
permet obtenir uns resultats molt fiables evitant les reaccions creuades (Fernandez-
Garcia et al.,, 2009a, Schares et al.,, 2010, Liénard et al., 2011). La técnica d'ELISA
comercial PrioCHECK Besnoitia Ab V2.0 ® (Prionics) utilitzada, va mostrar una
sensibilitat del 100% i una especficitat del 98,8% en un estudi recent on s'utilitzaven
els aillats BbSp-1 i BblEvora03, propis de la Peninsula Ibérica (Garcia-Lunar et al.,
2013a). El kit comercial permet la deteccid d’anticossos enfront B. besnoiti mitjangant
un conjugat anti-lIgG bovina (Schares et al., 2011a). La deteccié d'anticossos enfront B.
besnoiti permet la deteccié d'animals clinics i també subclinics (Goldman i Pipano,
1983, Mehlhorn et al., 2009, Frey et al., 2013) a partir de 15-18 dies post infeccié un
pic d’anticossos entre els 30 i 40 dies (Alvarez-Garcia et al, 2013). Es important
detectar els animals subclinics ja que representen un risc per a la disseminacié de la
malaltia tant a nivell d'explotacié com en l'intercanvi d'animals vius (EFSA, 2010,
Hornok et al., 2014). En els bovins simptomatics, aquells amb una carrega parasitaria
superior soén els que desenvolupen uns titols d’anticossos més elevats, probablement
degut a l'estimulacié antigénica continua dels quists tissulars sobre la resposta

immune (Schares et al., 2011; Frey et al., 2013, Esteban-Gil et al., 2014).

El present estudi serologic és el primer que es realitza sobre besnoitiosi bovina a
Catalunya. Tanmateix la malaltia possiblement es mantingui de manera subclinica, com
és tipic en zones endémiques, cosa que explicaria la descripcid esporadica de casos

clinics (Garcia de Jaldn et al., 1995, Vidal et al., 2014).

La besnoitiosi bovina a Catalunya s’hauria d’incloure en el diagnostic diferencial aixi
com en els controls sanitaris previs al comerg i circulacié d'animals, especialment amb
paisos com Franca on l'intercanvi de bovins és habitual i la malaltia es troba en

expansio.
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VIII. ESTUDI 3 - Detecci6 de besnoitiosi bovina a

partir de mostres d’escorxador
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Deteccid de besnoitiosi bovina a partir de mostres d’escorxador

Introduccio

En el present estudi es va avaluar la preséncia de Besnoitia besnoiti a partir de mostres
de sang i de globus oculars provinents d’animals sacrificats a la comarca de la Garrotxa
(Girona). L'estudi serologic sobre besnoitiosi bovina realitzat préviament en poblacions
del nord i el sud de Catalunya va detectar una seroprevalenca total d’aproximadament
el 64%. Alguns dels serums analitzats préviament es trobaven en I'area d'influéncia del
clima mediterrani prepirinenc, on es van detectar animals seropositius. La comarca de
la Garrotxa també es troba localitzada en la mateixa zona d'influéncia climatica i el
sistema de cria dels bovins, especialment els de carn, inclou la sortida a pastura. El que
va fer plantejar la hipotesi de si la besnoitiosi també es trobava present i si era possible
identificar lesions compatibles en els animals. La lesié patognomonica de la malaltia és
la deteccid de quists escleroconjuntivals (d'ara endavant EC). Per aix0, es va considerar
realitzar el present estudi a partir de la identificacié de quists oculars i establir, si fos

possible, la relaciéd amb els resultats serologics dels mateixos animals.

Material i métodes

Seleccio del nombre i tipus de mostres

El nombre de mostres per tal de detectar la preséncia de lesions (quists EC) va ser
calculat utilitzant el sistema WinEpi, amb el 99,5% de confianga. La prevalenga minima
esperada de quists es va establir en el 3%, la meitat del percentatge de quists
detectats més baix que es troba publicat (Lee et al., 1970, Fernandez-Garcia et al.,
2010). Sobre una poblacié coneguda de 563.866 bovins I'lany 2013 (idesCat), el

programari va determinar que un minim de 174 mostres eren necessaries d’analitzar.

La recollida de mostres es va realitzar en dos escorxadors situats als termes municipals
de Tortella i de la Vall d’en Bas, a la comarca de la Garrotxa (Girona), entre els mesos

de margijuny de 2014.
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Per a cada animal es va enregistrar la informacid sobre I'edat, el sexe, la raca i la
procedencia dels animals. Amb aquesta localitzacié geografica de les explotacions es
va poder obtenir la informacié en quant al clima i I'altitud on es trobaven cadascuna

d’elles (ICGC 2009).

En total, es van recollir mostres de 206 animals de sang i ulls. Durant el dessagnat de
I’'animal a la cadena de sacrifici, es van obtenir mostres de sang en tubs de 10 ml sense
anticoagulant i amb EDTA. Mentre es realitzava la recollida de sang, es procedia a una
inspeccid visual de I'exterior de I'animal per a la deteccié de lesions compatibles amb
besnoitiosi. Posteriorment, al final de la cadena de sacrifici, es procedia a I'extraccié
d’un dels ulls del mateix animal que se n'havia extret sang i el seu emmagatzematge en

un pot de recollida de mostres degudament identificat.

Després del trasllat al laboratori, es va procedir al dessuerat i la congelacié de les
mostres de sérum i de sang en EDTA a -80°C fins a la seva utilitzacié. Les mostres
oculars es guardaven en refrigeracio a 42C fins al seu analisi en els 1-2 dies posteriors a

la recollida.

Inspeccid dels globus oculars

L’analisi es va basar primerament en un examen macroscopic visual dels globus oculars
per a detectar possibles lesions. Seguidament, es realitzava una altra inspeccié
mitjancant el microscopi estereoscopic (15x). Posteriorment, es va procedir a la
disseccié de tota la conjuntiva bulbar en seccions d'aproximadament 2 cm. Aquesta
mesura permetia |'extensid suficient de la mostra, pero sense formar plecs, quan es
comprimien amb les plaques de compressié utilitzades per al diagnostic de Trichinella.
L'estudi es va realitzar al microscopi optic a 40x i 100x. La resta del globus ocular va ser
inspeccionat altre cop al microscopi estereoscopic per a detectar possibles quists a la

esclerotica.

Les formes quistiques compatibles amb la descripcié de Dubey et al. (2003) es van

considerar com a quists de Besnoitia.
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Un cop examinades les mostres oculars, els ulls dels animals majors de 12 mesos es
van congelar a -182C fins la finalitzacié del procés de recollida i d’analisi de mostres per
a la seva posterior eliminacio a través del servei del PRIOCAT del CReSA. Les mostres
d’ulls dels bovins d’'una edat major o igual a 12 mesos van ser considerades com a
material especific de risc (MER) tal com especifica el Reglament (CE) 999/2001 i han de

ser eliminades segons el Reglament (CE) 1069/2009.

Estudi serologic

Els serums van ser analitzats amb I'ELISA indirecte comercial PrioCHECK Besnoitia Ab
v2.0®(Prionics) seguint les instruccions del fabricant (veure Annex Il: procediment 4). A
partir de la densitat optica (DO) es va calcular el percentatge de positivitat (PP) segons
la férmula ((DO mostra — DO control negatiu)/(DO control positiu — DO control
negatiu))*100. Segons el fabricant, es va establir que el PP del controls positius era de
100. Els cut-offs era de PP<17 per a les mostres negatives i PP>23 per a les positives
segons les recomanacions del fabricant. Les mostres amb un PP entre 17 i 23 van ser
considerades dubtoses i va procedir a reanalitzar-les seguint el mateix protocol. La

lectura de la DO es va fer amb I'espectrofotometre Labsystems Multiskan RC a 620 nm.

Analisi estadistic

El tractament estadistic de les dades es va realitzar amb un model lineal generalitzat
gue utilitza equacions d'estimacid generalitzades (veure Annex |). El model va ser

realitzat mitjancant el programari IBM SPSS Statistics v.20.
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Resultats

Resultats de les mostres recollides

Les 206 mostres analitzades van correspondre a les 73 explotacions representades en
el mapa presentat (figura 1). De la comarca de la Garrotxa es varen recollir 119

mostres provinents de 22 explotacions diferents.

Figura 1. Geolocalitzacid de les explotacions d’origen de les mostres.

Segons la localitzacié geografica de les mostres, 67 mostres provenien d'una zona amb
clima mediterrani prepirinenc i pirinenc, i les 139 restants d'un clima mediterrani

prelitoral i litoral (ICGC 2009).

L'altitud de les explotacions es va agrupar segons si es trobaven de 0-199 metres (54

animals), 200-499 (45 animals), 500-999 (101 animals) o 1000-1999 (6 animals).
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Pel que fa a la raca, 135 eren d’aptitud lletera (raca Frisona) i els 71 restants van ser
d’aptitud carnia on s’incloien animals de la raga Bruna dels Pirineus (17), Xarolesa (5),
Llemosina (15), creuada (30), Albera (2) i Parda Alpina (2). Per a I'analisi estadistic, les

dues ultimes races es van agrupar com a 'altres’.
En quant al sexe dels animals, es varen recollir 164 femelles i 42 mascles.

Els bovins es van agrupar en animals menors o igual a un any d’edat, entre 2i 5 anys, i
en majors de 6 anys d’edat. El nombre d'animals segon I'edat es pot veure representat

més endavant a la figura 7.

Estudi dels globus oculars

No es va detectar cap bovi amb lesions compatibles de besnoitiosi durant la recollida
de mostres de sang. Durant la recollida dels ulls, no es van observar tampoc la

presencia de quists macroscopics.

Al laboratori, es van detectar macroscopicament 7 ulls positius, que presentaven un
entre 1 i més de 100 quists per globus ocular. Els quists detectats mesuraven

aproximadament 1 mm de diametre.

En I'estudi microscopic dels ulls, es van detectar quists de Besnoitia en localitzacié
conjuntival en 8 dels 206 ulls recollits (3,9%). La deteccid per plagues de compressio va

permetre la identificacié d'un quist en un altre animal.

Els 8 animals amb quists EC seran anomenats a partir d'ara com a individus de la 'A' a

la 'H' (veure taula 3 més endavant).

Un dels globus oculars (A) presentava una alta carrega de quists EC (figures 3, 4i5) i es

va realitzar histopatologia per a observar-ne les estructures (figura 6).
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Figura 3. Globus ocular de I'animal 'A'. S'observen nombrosos quists EC (fletxa horitzontal) i
quists en la cornia (fletxa vertical).

Figura 4. Quists corneals de Besnoitia de I'animal 'A' observats per plaques de compressio
(100x). S'observen les parets quistiques englobant als bradizoits de color marré.
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Figura 5. Quists conjuntivals de Besnoitia de I'animal 'A' detectats mitjancant les plaques de
compressid (40x). S'observen les parets quistiques refringents i els bradizoits a l'interior de
color marrd.

Figura 6. Quists conjuntivals de Besnoitia de I'animal 'A' observats en un tall histologic (40x).
Les mesures dels quists oscil-laven entre 350-550 um.
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Els globus oculars en els que es van detectar quists EC, provenien de 7 explotacions

diferents (figura 2). Els animals 'E' i 'F' provenien de la mateixa explotacio.

Figura 2. Explotacions d'origen de les mostres amb quists EC.

Resultats de I’estudi serologic

La tecnica d’ELISA va detectar 61 animals seropositius, el que correspon al 29,6% dels
bovins analitzats (Interval de Confianca entre 23,1-36,1%). 16 dels 206 animals
analitzats van ser dubtosos per segon cop, tots ells de la ra¢a Frisona. A la figura 7 es
representen els resultats obtinguts pel que fa a la distribucié del nombre d’animals per

edats.
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Figura 7. Distribucié del nombre d’animals segons I'edat i els resultats classificats en dubtds
(DUB), positiu (POS) o negatiu (NEG).

La seroprevalenga en els animals d’aptitud lletera va ser del 23,7%, mentre que en els

d’aptitud carnia fou del 40,8%.

L'analisi estadistic dels factors analitzats amb el model lineal generalitzat va trobar
diferéncies significatives en la raga/aptitud i I'edat dels animals (taula 1). La resta de
factors no significatius com el sexe, l'altitud i el clima es van eliminar del model

estadistic.
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Taula 1. Model estadistic: mitjanes ajustades (%) i interval de confianca (IC) de Wald al 95%,
dels animals positius en per a cada factor

Mitjana IC Sig.
(n total= 206) n ajustada (%) Bonferroni
(%)
Edat <1lany 65 13 5-28
2a5anys 67 85 67-94 0,000*
> 6 anys 58 63 45-79
Raga Creuada 30 59 34-80
Frisona 119 13 7-22
Bruna 17 61 32-84 0,000*
Xarolesa 5 72 21-96
Llemosina 15 57 23-86
Altres 4 64 32-87

n: nombre de mostres. Sig. Bonferroni: p-valor segons la correccié de Bonferroni (* significatiu).

Com s'observa en els resultats del model (taula 1), tots els rangs d’edat presenten
diferéncies significatives en relacié a la seropositivitat quan es comparen entre si. Les
mitjanes ajustades entre els diferents rangs son estadisticament significatives. Mentre
que en el factor raga, les frisones presenten una seropositivitat estadisticament menor

respecte a les races bovines creuades i la Bruna dels Pirineus.

Per tal d’avaluar les possibles interaccions entre I'edat i I'aptitud dels animals,
s'agrupen els animals de raca Frisona (i 3 creuats lleters) en aptitud lletera i la resta de
bovins en aptitud carnia (taula 2). D'aquesta manera s’observa com els lleters entre 2 i
5 anys tenen una mitjana ajustada superior a la resta de rangs d’edat. | en el cas dels
bovins d'aptitud carnia, els animals a partir de 2 anys sén els que presenten una

positivitat superior (82 i 79%) respecte al grup de menys d’un any.
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Taula 2. Model estadistic: mitjanes ajustades (%) i interval de confianga (IC) de Wald al 95%,
dels animals positius en segons I'aptitud i el rang d’edat.

Rang d’edat
<lany 2 a5anys 2 6 anys Sig.
Bonferroni

Aptitud carnia 13 (6-28) 82 (49-95) 79 (55-92) 0,000*
(n=71)

Aptitud 7 (2-25) 43 (31-56) 15 (7-30) 0,000*
lletera

(n=122)

Sig. Bonferroni: p-valor segons la correccié de Bonferroni (* significatiu).

Pel que fa a la relacié entre la serologia i la deteccid de quists EC, tots els animals amb
quists EC van resultar seropositius a la prova ELISA (taula 3, figura 8). De manera que
podem observar que en només el 13% dels animals seropositius (8/61) van presentar

quists al globus ocular. Un 3,9% dels animals estudiats (8/206).

Taula 3. Dades corresponents als 8 bovins que presenten quists EC i valor de PP en la técnica
d'ELISA.

Animal Raca Edat (anys) Nombre de quists PP
A Bruna 4 >100 109,06
B Frisona 3 >50 159,11
C Creuada 1 9 52,82
D Creuada 1 6 143,96
E Llemosina 1 5 39,06
F Llemosina 1 4 49,47
G Bruna 9 1 92,13
H Xarolesa 14 1 76,45

A la figura 8 es presenta com els animals amb quists EC es troben en zones properes (o

superiors) al valor de 100 PP que correspon al control positiu.
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Figura 8. Distribucié del percentatge de positivitat (PP) dels sérums analitzats. S'identifiquen
els animals amb quists amb una sageta i la lletra corresponent a la referencia de la taula 3. La
linea vermella equival al cut-off (23PP) i la linea discontinua al valor del control positiu
establert com a 100.
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Discussio

Els resultats confirmen la preséncia del parasit a la zona nord de Catalunya tant en
explotacions lleteres com de carn. Segons les dades obtingudes, un 29,6% dels bovins
analitzats presenten anticossos anti-Besnoitia besnoiti perd només el 3,9% dels

animals analitzats presenten quists EC.

Aquests valors resten allunyats dels valors propers al 80% de seropositivitat que es
detecten en estudis realitzats en zones pirineques d’Osca, considerades com a una de
les arees emergents de besnoitiosi (Fernandez-Garcia et al.,, 2010; Gutiérrez-Expdsito
et al., 2014). Pero els resultats obtinguts podrien situar a I’area nord de Catalunya com
a una zona amb poca preséncia de lesions. En arees enzootiques la seroprevalenca sol
estar propera al 50% pero I'evidéncia de signes clinics sol ser inferior al 10% dels
animals (Goldman i Pipano, 1983; EFSA, 2010) cosa que concordaria amb les dades
obtingudes si considerem 'presencia de quists' com a signe clinic. No obstant, no es pot
assegurar que ens trobem en una zona endémica ja que els animals sacrificats a
I'escorxador es troben principalment en el rang de 0-2 anys, i possiblement el resultat

depengui de la distribucié dels animals estudiats.

La baixa incidéncia dels signes clinics podria explicar la poca atencid que ha rebut la
malaltia fins ara en aquesta zona del territori catala aixi com el fet de que durant la
inspeccid dels animals estudiats, no s’observessin signes o lesions compatibles amb la
besnoitiosi. La deteccié dels signes clinics depéen de la fase de la malaltia. Durant la
fase aguda els signes generalment sén inespecifics i sovint passen desapercebuts o es
confonen amb altres patologies (Cortes et al., 2005; Jacquiet et al., 2010; Alvarez-
Garcia et al., 2014a). Fet que pot succeir també en la fase cronica, ja sigui per la
dificultat d’observar els quists oculars o bé per que s’ha observat que la carrega
parasitaria esta relacionada amb la gravetat de les lesions cutanies (Bigalke, 1968;
Liénard et al., 2011). En estudis recents, s’"ha observat que els bovins amb lesions
evidents, i per tant amb una carrega parasitaria superior, desenvolupen uns titols
d’anticossos més elevats, possiblement per I'estimulacié antigénica continua dels
quists tissulars sobre la resposta immune (Schares et al.,, 2011; Frey et al., 2013;
Esteban-Gil et al., 2014). En el present estudi, dos dels serums amb un PP superior al

control positiu corresponen als animals que mostren un major nombre de quists.
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Aguests animals possiblement tendeixen a desenvolupar respostes immunitaries més
marcades i la técnica d'ELISA estableix uns PP prop de valor de 100. Tanmateix,
podrien apareixer quists en localitzacions no oculars que no s’han pogut detectar (Frey
et al., 2013) o bé, com passa en la majoria de casos, que els animals sén portadors
subclinics (Mehlhorn et al., 2009). Tenint en compte aquestes observacions, seria
recomanable iniciar les mesures de control a I'explotaci6 amb els animals amb les

seroprevalences més elevades i possiblement eliminar-los del ramat.

D’acord amb altres investigacions, tots els animals del present estudi on es van
detectar quists EC, van resultar seropositius (Liénard et al,, 2011), tot i que també
s’han descrit casos d’animals amb signes clinics que es diagnosticar com a seronegatius

(Cortes et al., 2006b; Schares et al., 2010).

Estudis en zones emergents de la Peninsula ibérica han detectat una seropositivitat
superior en les races d'aptitud carnia (Fernandez-Garcia et al., 2012; Alvarez-Garcia et
al., 2014), com es confirma en el nostre estudi. Tot i aix0, diversos autors associen
aquests resultats amb factors de risc relacionats amb el sistema de maneig com ara la
cria en extensiu/semiextensiu o la munta natural (Castillo, 2009; Gentile et al., 2012;

Alvarez-Garcia et al., 2013).

En el nostre estudi, els animals joves (entre 9 i 12 mesos) presenten la seroprevalenca
més baixa. Una possible explicacié és la davallada d’anticosos calostrals, ja que segons
Janitschke et al. (1984) i Shkap et al. (1994) tenen una durada de fins als 6 mesos. Una

altra hipotesi és que encara no hi ha hagut contacte amb el patogen.

Observem una major seroprevalenca a partir dels 2 anys d’edat (Legrand, 2003;
Jacquiet et al., 2010) encara que en el ramat lleter la seroprevalenca disminueix en el
rang d’edat de més de 5 anys. Tot i que s’ha de tenir en compte que el nombre

d’animals lleters majors de vuit anys és baix i podria esbiaixar els resultats.

En general, és més habitual trobar signes clinics en els individus entre els 2 i 4 anys
d’edat (Legrand, 2003; Freudiger, 2008; Jacquiet et al., 2010). En el nostre cas, també
els dos animals de 3 i 4 anys d’edat son els que presenten un nombre de quists més

elevat a la resta.
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El nombre d’animals que presenten quists a la conjuntiva ocular sol ser inferior al
nombre de seropositius (Fernandez-Garcia et al., 2010; Liénard et al., 2011; Basso et al.,
2013). En l'estudi de Fernandez-Garcia et al. (2010) realitzat en un brot epidémic a
Guadalajara, d’un 90,5% dels animals seropositius per ELISA, el 43% presentaven quists.
A Franca, la seroprevalenca es va detectar entre el 30-90% amb la presencia de quists
entre el 9-23%, respectivament (Liénard et al., 2011). Mentre que en I'estudi de Basso
et al. (2013) realitzat a Suissa amb bovins importats de Franca, només en un animal es

va detectar quists EC, mentre que en WB es van diagnosticar 8 de 767 bovins.

Fins on coneixem, no hi ha cap article publicat sobre la troballa de quists a la cornia
ocular de bovins. Unicament en I'estudi de Pols (1960) s'han detectat quists corneals
en ovelles inoculades experimentalment. En el nostre estudi, I’Unic animal que mostra
quists a la cornia també és el que presenta un major nombre de quists EC. Encara que
no ho vam poder comprovar, no es descarta que la parasitacié es trobés generalitzada

també en altres teixits (Frey et al., 2013).

La deteccid macroscopica de quists EC compta amb una alta especificitat pero la
observacié microscopica permet reduir els falsos positius en casos de noduls limfoides
conjuntivals amb aspecte similar (Ducrocq et al., 2012). Per altra banda, els estudis
realitzats en caribd amb B. tarandii demostren una millora en la sensibilitat quan es fa
I’estudi microscopic dels globus oculars (Ducrocq et al.,, 2012), el que estaria en
concordanga amb el present estudi, ja que en la recollida de mostres a I'escorxador no
es van observar quists EC. Tot i aixi, s’Tha de tenir en compte que els quists poden
tardar fins de 4 a 7 setmanes en desenvolupar-se (Pols, 1960; Bigalke, 1968;
Fernandez-Garcia et al., 2010; Liénard et al., 2011). Aixi doncs, seria recomanable

d'establir un seguiment a les explotacions infectades.

Els animals subclinics suposen un risc dintre de I'explotacio, ja que els animals actuen
com a portadors i per tant com a disseminadors de la malaltia. Com s’ha comprovat en
la zona estudiada, hi ha bovins infectats i per tant cal suposar que es donen les
condicions per a I'establiment i la propagacio de la malaltia. Aquest fet implica que la
besnoitiosi s’ha de tenir present tant en els diagnostics diferencials com a I'hora de

prendre mesures per a evitar-ne la seva disseminacio.
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IX. CONCLUSIONS
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CONCLUSIONS GENERALS

1. Aquest treball és el primer estudi epidemiologic realitzat a Catalunya sobre la

preseéncia i distribucié d’Anaplasma spp. i Babesia bigemina a la cabana bovina.

2. Els resultats de seroprevalenca per a Anaplasma spp. és del 39,9% i del 54,4%
enfront a Babesia bigemina. Els factors determinants en I'epidemiologia de les
hemoparasitosis sén I'edat i la cria en extensiu. En relacié a I'edat, els bovins adults
presenten una major seroprevalenca. D’altra banda, la cria en extensiu afavoreix un

major contacte amb les paparres vectores.

3. Donada la seroprevalenga obtinguda per a I'anaplasmosi i babesiosi, s’haurien
d’incloure en el diagnostic diferencial de les malalties que cursen amb anémia i

ictericia en bovins.

4. Pel que fa a Besnoitia besnoiti, I'estudi aporta per primer cop informacié sobre la
presencia del patogen en bovins de I'area del Pirineu-prepirineu i Ports de Tortosa-
Beseit. Si tenim en compte els resultats de seroprevalenca (64%), seria recomanable

donar una major importancia al diagnostic de la besnoitiosi bovina.

5. La cria en extensiu es pot considerar un factor de risc, encara que en les
explotacions de produccié intensiva els resultats suggereixen que hi poden haver altres

vies de transmissio.

6. La deteccié macroscopica de quists escleroconjuntivals, en condicions optimes, és
una tecnica diagnostica fiable, rapida i economica per al diagnodstic de Besnoitia. En el

nostre estudi, d’un total de 61 animals seropositius, s’han detectat quists en 7 animals.

7. Les plagues de compressié milloren la sensibilitat i especificitat en el diagnostic de
quists de Besnoitia en comparacié a l'estudi macroscopic ja que s’han detectat 8
animals. Si el nombre de quists escleroconjuntivals és baix, podrien passar

desapercebuts si no s'utilitzen teécniques de microscopia.
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ANNEX I: Fonhament de l'analisi estadistic

En aquest annex s'explica de manera resumida i simplificada en qué es basa el model

estadistic utilitzat en els estudis.

El model lineal generalitzat (MLG)

Es una generalitzacié del métode de regressié lineal on la variable resposta es troba
relacionada linealment amb els factors (predictors categorics com el sexe, aptitud,...) i

les covariables (predictors d'escala com I'edat) mitjancant una funcié d'enllag.

Engloba diferents classes de models com regressid lineal, ANOVA, regressié de Poisson,

models log-linials etc. Segons el tipus de variables s'utilitzara un model o un altre.
El model lineal generalitzat esta format per:
1. Component aleatoria:

Identifica la variable resposta i la seva distribucid de probabilitat. Consisteix en una

variable aleatoria Y amb observacions independents (y,...,yn).

Els diferents tipus de distribucié binomial, de Poisson o normal es poden incloure dins

la familia exponencial de distribucions

F(wil6) = a () - b(y) - exp [y:Q ()]

on Q(6) rep el nom de parametre natural.
2. Component sistematica:

Especifica les variables explicatives (independents o predictores) utilitzades com a

efectes fixos a la funcié predictora lineal.
Les variables x; es relacionen com [y + fix1 +... + Bixk
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3. Funcié d'enllag:

Es una funcié del valor esperat de Y. Es denota Y com a u = E(Y) de manera que la

funcié enllag especifica la funcié g(-) que relaciona yzamb el predictor lineal com a

a(r) = fo+ Pixs +... + Bixk

D'aquesta manera, la funcié d'enllag g(:) relaciona les components aleatoria i
sistematica.
Aixi que perai=1,...,N,

Hi=E(Y)

= g(i;) = Z By
7

En el nostre model, les observacions de Y sén binaries i les identifiguem com a

seropositiu (1) o seronegatiu (0) essent la component aleatoria Y ~Bin (1, z).

En el nostre cas, la funcid d'enllag és

L=logit(m)=log (IT”H)

Bibliografia:

STAT 504 — Analysis of Discrete Data, 2015. Department of Statistics Online Programs. The
Pennsylvania State University. <https://onlinecourses.science.psu.edu/stat504/node/49>
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Els resultats del MLG els obtenim a I'SPSS presentats com a mitjanes estimades (o

ajustades) per als nivells de factors i les interaccions dels factors.

Per exemple, en el cas del factor 'pastura’ on '0' és no sortir a pasturar (cria en intestiu)

i '1' és sortir a pastura (semiextensiu/extensiu):

Estimacions
Pastura | Media Tip. Interval de confianga de
Error Wald 95%
Inferior Superior

0 ,73 ,049 ,62 ,81

1 ,58 ,032 ,51 ,64
(Pastura (J)Pastura | Diferencia de Tip. gl Sig. de

mitjanes (I-J) [ Error Bonferroni

0 1 ,15° ,052 1 ,004
1 0 -,15° ,052 1 ,004

D'aguesta manera podem observar que en aquest cas, la variable resposta '0' (0,73) té
una mitjana ajustada superior a la resposta '1' (0,58) de manera significativa (Nivell de
significacié amb la correccié de Bonferroni <0.05, presentat com 'Sig. de Bonferroni') i
per tant, els que no surten a pastura tenen més probabilitat d'éxit, és a dir, més

probabilitats de ser positius.
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A continuacid s'adjunta la sintaxi utilitzada per a la realitzacié dels estudis.

Sintaxi utilitzada en el programari SPSS. MLG per a I'estudi d'Anaplasma:

GENLIN ANA_resultat (REFERENCE=FIRST) BY Clau_provincia Algada_agrupades
Edat_0a2_3a6_7 Pastura
BAB_resultat Clima (ORDER=ASCENDING)
/MODEL Clau_provincia Algada_agrupades Edat_0a2_3a6_7 Pastura BAB_resultat Clima
INTERCEPT=YES
DISTRIBUTION=BINOMIAL LINK=LOGIT
/CRITERIA METHOD=FISHER(1) SCALE=1 MAXITERATIONS=100 MAXSTEPHALVING=5
PCONVERGE=1E-006(ABSOLUTE)
SINGULAR=1E-012 ANALYSISTYPE=3(WALD) CILEVEL=95 LIKELIHOOD=FULL
/EMMEANS TABLES=Clau_provincia SCALE=ORIGINAL COMPARE=Clau_provincia
CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
/EMMEANS TABLES=Alcada_agrupades SCALE=ORIGINAL COMPARE=Alcada_agrupades
CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
/EMMEANS TABLES=Edat_0a2_3a6_7 SCALE=ORIGINAL COMPARE=Edat_0a2_3a6_7
CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
JEMMEANS TABLES=Pastura SCALE=ORIGINAL COMPARE=Pastura CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
JEMMEANS TABLES=BAB_resultat SCALE=ORIGINAL COMPARE=BAB_resultat
CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
JEMMEANS TABLES=Clima SCALE=ORIGINAL COMPARE=Clima CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
/REPEATED SUBJECT=ID_animal SORT=YES CORRTYPE=INDEPENDENT ADJUSTCORR=YES
COVB=ROBUST
MAXITERATIONS=100 PCONVERGE=1e-006(ABSOLUTE) UPDATECORR=1
/MISSING CLASSMISSING=EXCLUDE
/PRINT CPS DESCRIPTIVES MODELINFO FIT SUMMARY SOLUTION.

Sintaxi utilitzada en el programari SPSS. MLG per a I'estudi de Babesia:

GENLIN BAB_resultat (REFERENCE=FIRST) BY Clau_provincia Alcada_agrupades
Edat_0a2_3a6_7 Pastura
Clima ANA_resultat (ORDER=ASCENDING)
/MODEL Clau_provincia Alcada_agrupades Edat_0a2_3a6_7 Pastura Clima ANA_resultat
INTERCEPT=YES
DISTRIBUTION=BINOMIAL LINK=LOGIT
/CRITERIA METHOD=FISHER(1) SCALE=1 MAXITERATIONS=100 MAXSTEPHALVING=5
PCONVERGE=1E-006(ABSOLUTE)
SINGULAR=1E-012 ANALYSISTYPE=3(WALD) CILEVEL=95 LIKELIHOOD=FULL
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JEMMEANS TABLES=Clau_provincia SCALE=ORIGINAL COMPARE=Clau_provincia
CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
/JEMMEANS TABLES=Alcada_agrupades SCALE=ORIGINAL COMPARE=Alcada_agrupades
CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
JEMMEANS TABLES=Edat_0a2_3a6_7 SCALE=ORIGINAL COMPARE=Edat_0a2_3a6_7
CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
/EMMEANS TABLES=Pastura SCALE=ORIGINAL COMPARE=Pastura CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
/EMMEANS TABLES=Clima SCALE=ORIGINAL COMPARE=Clima CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
/EMMEANS TABLES=ANA_resultat SCALE=ORIGINAL COMPARE=ANA_resultat
CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
/REPEATED SUBJECT=ID_animal SORT=YES CORRTYPE=INDEPENDENT ADJUSTCORR=YES
COVB=ROBUST
MAXITERATIONS=100 PCONVERGE=1e-006(ABSOLUTE) UPDATECORR=1
/MISSING CLASSMISSING=EXCLUDE
/PRINT CPS DESCRIPTIVES MODELINFO FIT SUMMARY SOLUTION.

Sintaxi utilitzada en el programari SPSS. MLG per a I'estudi de Besnoitia (Estudi I):

GENLIN Res_BESN (REFERENCE=FIRST) BY Clima Pastura Edat_0a4 5 (ORDER=ASCENDING)
/MODEL Clima Pastura Edat_0a4_5 INTERCEPT=YES
DISTRIBUTION=BINOMIAL LINK=LOGIT
/CRITERIA METHOD=FISHER(1) SCALE=1 MAXITERATIONS=100 MAXSTEPHALVING=5
PCONVERGE=1E-006(ABSOLUTE)
SINGULAR=1E-012 ANALYSISTYPE=3(WALD) CILEVEL=95 LIKELIHOOD=FULL
/EMMEANS TABLES=Clima SCALE=ORIGINAL COMPARE=Clima CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
/EMMEANS TABLES=Pastura SCALE=ORIGINAL COMPARE=Pastura CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
/EMMEANS TABLES=Edat_0a4 5 SCALE=ORIGINAL COMPARE=Edat_0a4 5
CONTRAST=PAIRWISE PADJUST=BONFERRONI
/REPEATED SUBJECT=ID_animal SORT=YES CORRTYPE=INDEPENDENT ADJUSTCORR=YES
COVB=ROBUST
MAXITERATIONS=100 PCONVERGE=1e-006(ABSOLUTE) UPDATECORR=1
/MISSING CLASSMISSING=EXCLUDE
/PRINT CPS DESCRIPTIVES MODELINFO FIT SUMMARY SOLUTION.
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Sintaxi utilitzada en el programari SPSS. MLG per a I'estudi de Besnoitia (Estudi ll):

GENLIN resultat_ELISA (REFERENCE=FIRST) BY clau_raca clau_sexe Edat_0al _2a5 6
Alcada_clau Clima
(ORDER=ASCENDING)
/MODEL clau_raca clau_sexe Edat_0al_2a5_6 Alcada_clau Clima INTERCEPT=YES
DISTRIBUTION=BINOMIAL LINK=LOGIT
/CRITERIA METHOD=FISHER(1) SCALE=1 MAXITERATIONS=100 MAXSTEPHALVING=5
PCONVERGE=1E-006(ABSOLUTE)
SINGULAR=1E-012 ANALYSISTYPE=3(WALD) CILEVEL=95 LIKELIHOOD=FULL
JEMMEANS TABLES=clau_raca SCALE=ORIGINAL COMPARE=clau_raca CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
JEMMEANS TABLES=clau_sexe SCALE=ORIGINAL COMPARE=clau_sexe CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
/EMMEANS TABLES=Edat_0al_2a5_6 SCALE=ORIGINAL COMPARE=Edat_0al_2a5_6
CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
/EMMEANS TABLES=Alcada_clau SCALE=ORIGINAL COMPARE=Alcada_clau
CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
/EMMEANS TABLES=Clima SCALE=ORIGINAL COMPARE=Clima CONTRAST=PAIRWISE
PADJUST=BONFERRONI
/REPEATED SUBJECT=ID_animals SORT=YES CORRTYPE=INDEPENDENT ADJUSTCORR=YES
COVB=ROBUST
MAXITERATIONS=100 PCONVERGE=1e-006(ABSOLUTE) UPDATECORR=1
/MISSING CLASSMISSING=EXCLUDE
/PRINT CPS DESCRIPTIVES MODELINFO FIT SUMMARY SOLUTION.
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ANNEX II: Protocols de les tecniques ELISA

1. Téecnica d’ELISA de competicié comercial Anaplasma antibody test kit cELISA ®
(VMRD):

Preparacio del conjugat:

- Diluir 1:100 el conjugat concentrat en buffer de dilucié del conjugat.

Preparacio de la solucié de rentat:

Diluir 1:10 del concentrat de al solucid de rentat en aigua destil-lada.

Preparacio dels serums:

No es dilueixen.

Procediment de la técnica:

- Temperar les plaques i reactius

- Transferir 70 pl de les mostres de serum i els controls, per duplicat, positius i negatius
a la placa de transferéncia (A)

- Incubar durant 30 min a temperatura ambient (21-252C)

- Transferir 50 pl dels sérums i els controls de la placa de transferéncia (A) a la placa
tamisada amb antigen d’Anaplasma (B)

- Incubar 1 h a temperatura ambient

- Rentar 2 cops les plagues amb la solucié de rentat (dilucié 1:10 de la solucié de rentat
concentrada amb aigua destil-lada)

- Afegir 50 pl del conjugat diluit (dilucid 1:100 del concentrat conjugat anticos-
peroxidasa amb el buffer de dilucié del conjugat) a tots els pouets de la placa B
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- Incubar 20 min a temperatura ambient

- Rentar 4 cops les plaques amb la solucié de rentat

- Afegir 50 ul de la solucié de substrat TMB a cada pouet de la placa B
- Incubar 20 min a temperatura ambient

- Aturar la reacci6 afegint 50 pl de la solucié d’stop a cada pouet

- Realitzar la lectura de la placa amb un espectrofotometre a 620 nm
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2. Tecnica d'ELISA indirecte comercial B. bigemina-Ab Svanovir ® (Svanova Biotech):

Preparacio de buffer PBS-Tween:

- Diluir 1:20 la solucié concentrada de PBS-Tween en aigua destil-lada

Preparacio del conjugat:

- Reconstituir el conjugat liofilitzat amb 11,5 ml de PBS-Tween Buffer

Preparacio de les mostres:
- Els controls positius i negatius han de ser diluits 1:100 en PBS-Tween Buffer

- Les mostres a analitzar també han de ser diluides 1:100 en PBS-Tween Buffer

Procediment de la técnica:

- Temperar les plaques i reactius

- Prediluir les mostres de serum i els controls (dilucié 1:100) amb el Buffer PBS-Tween
diluit (dilucio 1:20 del Buffer PBS-Tween concentrat amb aigua destil-lada)

- Afegir a la placa d’ELISA per duplicat, 100 pl dels controls positiu i negatiu prediluits
- Afegir 100 ul de les mostres de serum prediluides a la placa d’ELISA

- Incubar la placa a 372C durant 30 min

- Rentar la placa 4 cops amb el Buffer PBS-Tween diluit

- Afegir 100 pl del conjugat reconstituit (conjugat liofilitzat amb 11,5 ml Buffer PBS-
Tween)

- Incubar la placa a 372C durant 30 min
- Rentar la placa 4 cops amb el Buffer PBS-Tween diluit

- Afegir 100 pl de la solucié de substrat TMB a cada pouet
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- Incubar la placa 30 min a temperatura ambient
- Aturar la reacci6 afegint 100 pl de la solucié d’stop

- Realitzar la lectura de la placa amb un espectrofotometre a 405 nm
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3. Procediment de la técnica d'ELISA indirecte comercial PRIOCHECK Besnoitia Ab
v.2.0 ® (Prionics) per a l'estudi 2:

- Temperar les plaques i reactius

Preparacio de les solucions:
- Controls:

Reconstituir les mostres control amb 150 ul d'aigua desmineralitzada, 30 min abans
del seu Us

- Dilucions del liquid de rentat:

Per a cada litre de solucié de rentat afegir 950 ml d'aigua desmineralitzada + 50 ml del
liquid concentrat de rentat + 1 ml d'additiu del liquid de rentat

- Conjugat:

Diluir la solucié de conjugat concentrat a una dilucié 1:30 amb el diluent de conjugat

Preparaciod de les mostres en una placa de dilucié:

- Diluir les mostres de serum i els controls positiu, positiu debil i negatiu 1:10 amb el
diluent de la mostra en una placa de dilucié en pouets diferents.
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Procediment de la técnica d'ELISA:

- Afegir 10 pl de la dilucid dels controls de la placa de dilucio a la placa d'ELISA en
pouets diferents

- Afegir 90 pl del diluent de la mostra a tots els pouets de la placa d'ELISA (dilucié 1:10)
- Incubar les mostres de la placa d'ELISA a temperatura ambient durant 1 hora

- Rentar la placa 4 cops amb 300 pl de la solucié de la rentat

- Afegir 100 pul del conjugat diluit a cada pouet

- Incubar les mostres de la placa d'ELISA a temperatura ambient durant 30 minuts

- Rentar la placa 4 cops amb 300 pl de la solucié de la rentat

- Afegir 100 ul de substrat TMB

- Incubar la placa durant 15 minuts a temperatura ambient

- Afegir 100 pul de solucié d'stop

- Esperar durant 15 minuts abans de la lectura de la placa en un espectrofotometre a
450 nm.
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4. Procediment de la técnica d'ELISA indirecte comercial PrioCHECK ® Besnoitia Ab
2.0 (Prionics) per a l'estudi 3:

- Temperar les plaques i reactius

Preparacio de les solucions:

- Solucid de rentat:

Diluir el liquid de rentat concentrat a una dilucié 1:20 amb aigua desmineralitzada
- Conjugat:

Diluir el conjugat concentrat 1:30 amb el diluent de conjugat

Preparacio de les mostres en una placa de dilucié:

- En una placa de dilucid, diluir les mostres de serum 1:10 amb la solucié de dilucié de
les mostres

- Transferir 10 pl de les mostres diluides a la placa de dilucié a la placa d'ELISA
- Afegir 90 pl del diluent de les mostres a cada pouet de la placa d'ELISA

- Afegir 10 pl dels control positiu, positiu debil i negatiu en pouets diferents
- Incubar la placa d'ELISA a temperatura ambient durant 1 hora

- Rentar la placa 3 cops amb 300 pl de la solucié de la rentat

- Afegir 100 pl del conjugat diluit a cada pouet

- Incubar la placa d'ELISA a temperatura ambient durant 30 minuts

- Rentar la placa 3 cops amb 300 pl de la solucié de la rentat

- Afegir 100 ul de substrat TMB

- Incubar la placa durant 15 minuts a temperatura ambient

- Afegir 100 pul de solucid d'stop

- Esperar durant 15 minuts abans de la lectura de la placa en un espectrofotometre a
450 nm.
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