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1. RESUMEN/ABSTRACT

1.1. Resumen

La Anaplasmosis ovina es una enfermedad emergente en Europa, mas auln en Espafia como
consecuencia de la especial sensibilidad de los ecosistemas mediterrdneos al cambio climatico,
produciendo pérdidas importantes en los rebafios afectados. El primer caso descrito en Espafia fue en
el Matarrafia (Teruel) y a partir de entonces numerosos casos han sido diagnosticados en Aragén y

Espafa.

El agente causante de la enfermedad es una bacteria llamada Anaplasma ovis, un agente
intraeritrocitario obligado que se transmite principalmente a través de las garrapatas. Los signos
clinicos de dicha enfermedad se caracterizan por una marcada anemia en adultos acompafnada de
adelgazamiento cronico, lo que supone importantes pérdidas econdmicas a las ganaderias implicadas,
siendo especialmente sensibles los animales en torno al primer parto y tras situaciones graves de

estrés.

Las medidas de prevencion de la Anaplasmosis se basan en el control de las garrapatas, por ello es
necesario conocer qué productos son efectivos y en qué medida funcionan a la hora de evitar la

picadura de la garrapata.

En el presente estudio se han puesto a prueba dos tipos de insecticidas de la familia de los
piretroides; deltametrina y cipermetrina. Los ensayos se han llevado a cabo en dos rebafos diferentes
ubicados ambos en la provincia de Huesca, uno en Apiés y otro en Beleder (Campo), en los que se
valord la eficacia de estos productos en sucesivas visitas tras su aplicacién, valorando tanto la
presencia de garrapatas como los animales parasitados, asi como la evoluciéon en el nimero de

animales positivos mediante pruebas moleculares en ambas explotaciones.



1.2. Abstract

Ovine Anaplasmosis is an emerging disease in Europe, even more in Spain, due to the particular
sensitivity of Mediterranean ecosystems to climate change, resulting in severe losses in affected
flocks. The first case described in Spain was in Matarrafia (Teruel), and since then, numerous cases

have been diagnosed in Aragén and Spain.

The causative agent of the disease is a bacterium called Anaplasma ovis, an obligated
intraerythrocytic agent which is transmitted mainly through ticks. The clinical signs associated with
this disease are characterized by severe anaemia in adults accompanied by chronic emaciation,
resulting in important economic losses on affected farms, being particularly sensitive those animals

around first parturition and after serious stressful situations.

Preventive measures of Anaplasmosis are based on tick control, so it is essential to know which

products are effective in preventing tick bites.

In the present study there have been tested two types of insecticides, both from the pyrethroid
family; deltamethrin and cypermethrin. The trials were conducted in two different flocks, both
located in the province of Huesca, one in Apiés and another in Beleder (Campo), In which was valued
the effectiveness of these products in successive visits after its application, taking care as much as tick

presence as positive animals through molecular tests in both farms.



2. INTRODUCCION

2.1. Género Anaplasma

Actualmente, tras la ultima clasificacion han sido descritas varias especies del género Anaplasma
afectando a rumiantes, tales como A. marginale, A. centrale, A. bovis, A. caudatum, A. capra, A. ovis,
asi como el conocido agente zoondtico A. phagocytophylum (Dumler et al., 2001). Una caracteristica
relevante de las bacterias del género Anaplasma es que tienen tropismo por células sanguineas.
Anaplasma phagocytophilum, por ejemplo, tiene tropismo por los neutrdfilos y, ademds del ovino
donde produce la fiebre por garrapatas (tick-borne fever), puede afectar al hombre causando la
anaplasmosis granulocitica humana (Quinn et al 2011). Por otro lado, A. bovis afecta a monocitos
mientras que otras especies como A.ovis, A. capra, A. marginale y A. centrale tienen tropismo por los
eritrocitos (Dumler et al., 2001). Algo comlnmente aceptado es que su transmision principal es a
través de garrapatas de varias especies las cuales son consideradas su vector bioldgico(Uilenberg
1997; Kocan et al., 2004) Sin embargo, otras posibles vias de transmisidon mecanica han sido descritas,

bien por vectores o a través de fomites. (Mason et al., 2017).

2.2 Anaplasmosis ovina

La anaplasmosis ovina estd producida por Anaplasma ovis, una bacteria Gram-negativa
intraeritrocitaria obligada, perteneciente a la familia Anaplasmataceae. Esta bacteria es
principalmente transmitida por garrapatas de la familia Ixodidae (Jiménez et al.,, 2015), también
conocidas comunmente como garrapatas duras porque presentan una gran placa esclerotizada en la
superficie dorsal (Estrada-Pefia, 2015 b). Sin embargo, se han descrito otros tipos de transmisién a
través de vectores, como pulgas, hipobdscidos o tdbanos, e incluso también se ha descrito la
transmision via iatrogénica a través de agujas u otro tipo de material veterinario (Kocan et al., 2004;

Mason et al., 2017, Zhao et al., 2018).

Asi pues, se considera que es la transmisién por garrapatas de la familia Ixodidae el mecanismo mas
eficaz de transferencia de la bacteria puesto que las bacterias del género Anaplasma son capaces de
replicarse activamente en el interior de las garrapatas, en sus gldndulas salivares, incrementdndose
de esta manera su carga bacteriana y facilitando la transmisidn de la bacteria a nuevos hospedadores
mediante su picadura, motivo por el cual se considera su vector biolégico (Kocan et al., 2004;
Brayton, 2012). Dentro de esta familia se incluyen algunos de los géneros mas conocidos, como
Ixodes, Dermancentor, Rhipicephalus y Amblyomma (Rymaszewska et al., 2008). La capacidad de

infeccion depende de la dosis inoculada siendo necesaria una dosis minima. Brayton demostré que



en otras especies de Anaplasma, la garrapata tiene capacidad infectiva cuando se alcanzan
concentracion de 10° microorganismos en sus glandulas salivares. Sin embargo, también se planted
gue un elevado numero de garrapatas pueden permitir la transmision de cepas de baja eficiencia, del
mismo modo que esa parasitacion masiva en un individuo incrementara la dosis inoculada. Por ello, la
mayor presencia de vectores, bien sean biolégicos o mecdnicos, podria mejorar la eficacia en la

transmision de la bacteria (Brayton, 2012).

2.3. Distribucidn vy situacidon actual a nivel global

La anaplasmosis ovina es un proceso tipico de paises tropicales y subtropicales donde produce, en
animales jévenes, cuadros de moderada o leve gravedad al ser zonas endémicas. Sin embargo, la
enfermedad ha sido diagnosticada durante los ultimos afios en zonas donde no se conocia, como
EEUU, muchos paises de la cuenca mediterrdnea europea y africana, asi como en paises mas al norte
como Hungria, Alemania e incluso China (Renneker et al., 2013; Stuen, 2016; Jiménez et al., 2015,
Yang et al., 2018, Bauer, 2021). El primer caso descrito en ganado ovino en Espafia fue en el 2014
(Lacasta et al., 2021), aunque ya se conocian casos en rumiantes salvajes (De la Fuente et al., 2008). El
brote tuvo lugar en la Comarca del Matarraiia, Teruel, donde desde el afio 2010 se venian observando
animales afectados con signos clinicos insuficientes para llegar a un diagndstico certero. Se traté de
un brote grave en el que los animales presentaban un cuadro inespecifico de debilidad, anorexia,
pérdida de peso, etc.,, que conducia a una caquexia evidente en los animales afectados que
conllevaba al desecho de los animales o incluso a su muerte en la explotacion (Lorenzo et al., 2016).
En ocasiones también se observaron otros sintomas como cojeras, lesiones orales leves e
hipertermia, epifora, etc., signos clinicos todos ellos bastante inespecificos. En el 2014 sin embargo la
situacion empeord severamente, momento en el cual tres animales afectados fueron remitidos al
Servicio Clinico de Rumiantes del Hospital Veterinario de la Universidad de Zaragoza. Los principales
afectados fueron los adultos jévenes, especialmente las ovejas en torno al primer parto. Segin
Jiménez et al. en 2015 los animales se infectan cuando salen a apacentar, es decir, la infeccion se

asocia principalmente al pastoreo.

El principal vector de la anaplasmosis ovina son las garrapatas y estas habitan en zonas de pastoreo y
de paso, por lo que en el momento en que las ovejas salen a pastar son susceptibles de entrar en
contacto con el vector, ser mordidas e infectarse. La época de mayor prevalencia es el final de la
primavera y el principio del verano ya que los climas calidos y himedos favorecen la proliferacion de

garrapatas (Pfaffle et al., 2013; Matei et al., 2019).



Anaplasma ovis estda ampliamente distribuida en toda la cuenca del Mediterraneo (Stuen, 2016),
siendo sus descripciones mas al norte de Europa en Hungria (Hornok et al., 2007) y Alemania (Bauer
et al.,, 2021). En los paises nordicos no se ha descrito esta especie de Anaplasma, si bien A.
phagocitophylum si se halla en dichas localizaciones (Stuen et al., 2005). Esta distribucion de la
enfermedad puede ser debida al area de distribucién del vector, puesto que Ixodes ricinus se
considera vector principal de A. phagocitophylum, siendo una garrapata de climas frios, mientras que
A. ovis, se ha descrito mas en garrapatas de climas cdlidos como R. bursa, R. turanicos, R. sanguineus

y Dermancentor (Estrada-Pefia et al., 2013; Porretta et al., 2013; Cunze et al., 2022; Noll et al., 2023)

Por otro lado, el papel de los ungulados silvestres como reservorio de las especies de Anaplasma se
considera fundamental en su transmisién (Diaz-Cao et al., 2022). En Espafia,. A. ovis se ha
diagnosticado en corzo (Capreolus capreolus) en Andalucia, con una prevalencia del 82% de los
animales muestreados mediante PCR (De la Fuente et al., 2008). Otro factor fundamental de la
transmision, es que A. ovis es capaz de mantenerse activo durante toda la vida del animal una vez el
ovino ha sido infectado, siendo detectable hasta 6 afios post-infeccidén (Ruiz et al., 2023). Por ello, el
papel de los animales que sobreviven a la enfermedad es clave, puesto que una vez un animal es
infectado, ya sea doméstico o salvaje, puede actuar como reservorio de la enfermedad, siendo Ila
fuente de futuras infecciones (Jiménez et al., 2019; Ruiz et al., 2023). Mds aun cuando la garrapata
implicada en el ciclo de transmisiéon sea de 3 hospedadores, como es el caso de Rhipicephalus
(Estrada-Pefa, 2015b). Por ello, si la garrapata se infecta en estadio inmaduro al morder un individuo
infectado, puede ser capaz de transmitir la infeccién en siguientes momentos al infectar otros

potenciales hospedadores.

2.4. Patogénesis

Anaplasma ovis infecta los eritrocitos de los pequefios rumiantes siendo el causante de la
anaplasmosis ovina, pero es la especie de anaplasma menos estudiada, debido a que afecta al ovino,

gue es una especie de bajo valor econémico.

Una vez ha sido inoculada la bacteria bien mediante garrapatas u otras posibles vias de transmision
mecdnica en un ovino, la bacteria, al ser un agente intraeritrocitario obligado, comienza a replicarse
en el interior de los eritrocitos mediante fision binaria para formar hasta ocho organismos
individuales (Ristic y Watrach, 1963; Palmer y McGuire, 1984; Ristic y Kreier, 1984). Durante la fase
aguda de la infeccién, el nUmero de eritrocitos infectados es capaz de duplicarse cada 24-48 horas
(REF). Tras esto, mediante mecanismos no liticos desconocidos, es capaz de producir la destruccion

de los glébulos rojos afectados, probablemente en un mecanismo influenciado por la respuesta



inmune del propio animal (OIE art.,, 2012; Bautista, 1996). Esto deriva en una anemia que no se
manifiesta hasta los 30-40 dias tras la infeccion, momento en que la destruccién del numero de
eritrocitos ya es importante. Por ello, es un proceso crénico cuyo sintoma principal es la anemia de
caracter regenerativo en sus primeras fases, asociada a procesos inespecificos, como pérdida de peso
progresiva o disminucién de la produccién (Bautista, 1996; Kocan et al., 2010; Yasini et al., 2012). El
estado de salud se agrava en torno al momento del parto y se han llegado a describir incluso abortos,
si bien fueron asociados mas a la propia debilidad que genera en el animal que a la propia infeccién

(Bautista 1996; Yasini et al., 2012; Renneker et al., 2013).

Tras la infeccidn por anaplasma, los animales muestran un pico de anemia entre los dias 8 y 12, que
se restablece a valores normales y continda con un segundo pico, mas severo, alrededor del dia 30
post-infeccion, que se prolonga de 15 a 30 dias (Jiménez et al., 2015). Pero analizando la presencia de
la bacteria en sangre, es posible encontrarla ya incluso a los 4-7 dias post-infeccién mediante pruebas

moleculares tipo PCR (Brown et al. 1998, Ciani et al., 2013).

A partir de entonces, segun Jiménez et al. (2015), los animales sufren un incremento progresivo hasta
alcanzar el pico de bacteriemia entre los 30-37 dias. La severa anemia hemolitica asociada a esta
enfermedad se considera que es debida a la propia respuesta inmune que provoca anaplasma en el
organismo. Esta respuesta es tanto de tipo celular como humoral. En un principio, los linfocitos T
CD4+ producen interferon gamma (IFN-y), que es el encargado de activar la respuesta inmune
producida por las 1gG2 coordinadas con macréfagos activados. Las IgG2 provocan la opsonizacion de
los eritrocitos uniéndose a epitopos de las proteinas de membrana de la bacteria expresados en el
eritrocito infectado. A su vez, la lisis de estos eritrocitos se debe a la activacién de los macréfagos que

producen oxido nitrico (Brown et al., 1998).

Tras estos episodios el animal queda infectado de forma persistente (Sudrez et al., 2011, Ruiz et al.,
2023). El hecho de que se repitan dichos ataques a los eritrocitos por los macréfagos es porque los
antigenos de superficie de membrana de la bacteria cambian y hace que pasen a ser detectados de
nuevo por el sistema inmune del hospedador, dando lugar a otro pico de hemdlisis. Esta hemdlisis
deriva en una anemia severa de tipo normocitico normocrémico, que en ocasiones aparece
acompafada por una monocitosis importante. Ademas, en el perfil bioquimico suele ir acompafiado
de valores elevados de AST (Aspartato aminotransferasa) y GGT (gamma-glutamil transferasa),
enzimas asociadas a dafio hepdtico, que pueden aparecer como consecuencia de que el higado sufra
dafio al tener que detoxificar el exceso de grupos hemo derivados de la destruccion masiva de

eritrocitos (Lacasta et al., 2020). Por el contrario, en las necropsias no suelen apreciarse hallazgos



relevantes, mas alld de aquellos que se observan en enfermedades degenerativas crénicas como
dilatacién cardiaca, aplasia medular y atrofia serosa generalizada, que pueden ser observados
igualmente en otras muchas enfermedades incluidas en el diferencial del sindrome de la oveja

caquéctica.

2.5 Métodos de diagndstico

Histéricamente la técnica de diagndstico mas empleada era la extension de sangre entera en forma
de frotis y tincidon con Giemsa al 10%, en el que se observaban al microscopio dptico las vacuolas en
el interior de los eritrocitos. Con este método, se pueden llegar a detectar niveles de bacteriemia del
0,1-0,2% (Eriks et al., 1989). Para obtener la muestra de sangre para Anaplasma es necesario
extraerla de la vena yugular, a diferencia de lo que ocurre con un patdgeno similar como es Babesia,
en el cual hay que extraer la sangre de los capilares. Anaplasma aparece como un corpusculo denso y
redondeado en el interior de los eritrocitos, con un diametro aproximado de 0,3-0,1 um. Segun el
estadio de infeccion y la severidad de esta, podemos ver variaciones en el porcentaje de eritrocitos
infectados (OIE art., 2012, Bautista, 1996). Esta técnica, sin embargo, no es util en casos de infeccidn

subclinica o crénica, puesto que no tiene sensibilidad suficiente (Trueblood y Palmer, 1998).

Las técnicas de diagnodstico indirecto son otra posibilidad, si bien se han limitado al uso de cELISA
(enzimoinmunoanalisis de adsorcién competitivo). Este test responde a la gran estabilidad de la
proteina Msp5, presente en todas las especies de Anaplasma, lo que permite el uso del kit para
diferentes especies. En un estudio realizado por Mason et al. en 2017 se testaron kits de A. marginale
en casos de A. ovis, obteniendo buenos resultados. Sin embargo, esa es su gran debilidad, puesto que
no es capaz de discernir entre especies de Anaplasma de forma especifica, no permitiendo discernir
si la enfermedad la estan causando A. marginale o A. ovis (Hornok et al., 2007), por lo que habria

gue recurrir a técnicas moleculares de diagndstico directo que si permiten el diagndstico especifico.

Es por este motivo que actualmente el método diagndstico por excelencia es la PCR, puesto que es
capaz de detectar infecciones con un minimo de 0,0001% de eritrocitos infectados. Ademas, es capaz
de diferenciar y secuenciar la especie de Anaplasma presente (OIE art., 2012; Bautista, 1996). En un
comienzo se propuso el gen msp5 como determinante para el diagndstico mediante las pruebas
moleculares, ya que se representa con una sola copia en el genoma, altamente conservada en las
cepas de A. marginale estudiadas (Martinez et al., 2004). Ademds, la presencia de este gen en todas
las especies de anaplasma sugiere que es esencial en el ciclo de vida de la bacteria, lo que refuerza su
uso para el desarrollo de procedimientos de diagndstico molecular. (Visser et al., 1992). Sin embargo,

actualmente se emplea el gen msp4, el cual es responsable de la expresidon de una proteina mayor de



membrana utilizado para diferenciar entre las distintas especies de Anaplasma (de la Fuente et al.,
2002). La PCR es una herramienta muy util ya que su sensibilidad y especificidad son muy utiles para
detectar la bacteria tanto en el animal como en el vector artrépodo, es decir, la garrapata. Gracias a
esto, se pueden realizar estudios para conocer la prevalencia global de la enfermedad en el campo.
(Stich et al., 1993). Otros métodos diagndsticos como fijacion de complemento y aglutinacién en
tarjeta, son los métodos mas usados para detectar animales infectados con A. marginale en el campo
y han sido métodos aceptados para permitir el movimiento de animales a nivel internacional. (World
Organization for Animal Health, 2000, Jiménez et al., 2015). Estos métodos son usados en bovino,

pero no han sido desarrollados para Anaplasma ovis especificamente.

Las pruebas moleculares por lo tanto. han supuesto el avance definitivo para diferenciar especies,

mediante el gen msp4.

2.6 Tratamiento v prevencién

El tratamiento de la anaplasmosis ha variado a lo largo del tiempo, han sido empleados diferentes
farmacos como el dipropionato de imidocarb y tetraciclinas, aunque también se ha descrito el uso de
otros productos como los arsenicales, antimalaricos y derivados antimoniales, aunque resultando
poco efectivos (Coetzee, 2006). En Espafia, actualmente no hay ningln farmaco autorizado para el
tratamiento de la anaplasmosis ovina. Sin embargo, para el tratamiento de la anaplasmosis bovina si
existen farmacos registrados, por lo que para usarlos en el ganado ovino se tendria que hacer una
prescripcion excepcional. En concreto, el dipropionato de imidocarb, comercializado como Hemocarb
85 mg/ml solucion inyectable de S.P. Veterinaria y el Imizol de Merck Sharp & Dohme Animal Health
S.P. En ambos, la aplicacion es via subcutanea, intramuscular o intravenosa a 2,1 mg/KG p.v. en dosis
Unica. Ademas, la oxitetraciclina dihidrato, comercializado como Forticlina Retard 200 mg/ml de

Laboratorios Syva S.A. en aplicacion intramuscular a 20 mg/kg p.v. en dosis Unica. (CimaVet 2023).

En un estudio en el que se compararon dos antibidticos para controlar la anaplasmosis ovina en
corderos, se demostré que tanto la doxiciclina inyectable intramuscular durante 7 dias cada 24 horas,
asi como 3 aplicaciones de oxitetraciclina retardada inyectada intramuscularmente durante 6 dias,
parecian ser capaces de controlar la infeccién y sus consecuencias ,pero no fueron capaces de curar
por completo a los animales al no obtener resultados negativos mediante pruebas moleculares,
permaneciendo como reservorios de la bacteria (Lacasta et al., 2022). Otros estudios han sugerido
que el tratamiento con clortetraciclina puede ser eficaz también en el control de la enfermedad,
previniendo la infeccion de nuevos eritrocitos (Reinbold et al., 2010). Sin embargo, ninguno de los 3

antibidticos, si bien mejoran la clinica, no consiguen la recuperacion total del animal. Ademas, al ser



antibidticos, pueden generar resistencias, por lo que se deben tomar medidas preventivas y solo

emplearlos en brotes concretos de la enfermedad.

Otros posibles tratamientos pueden ser utilizados como forma paliativa o de soporte en los animales
una vez enfermos, pudiendo ayudar a la recuperacién del animal, como por ejemplo el aporte de
vitaminas y/o la fluidoterapia. Incluso la transfusion de sangre puede ser muy Util en la recuperacion
de los animales, siendo necesario disponer de un donante sano. Sin embargo, debido al escaso valor
individual del ovino asi como la dificultad de disponer de las condiciones ideales en el campo, es una
opcidn raramente empleada. Otras medidas generales como un adecuado aporte nutricional y
mineral, asi como unas buenas instalaciones son fundamentales, para asi dar tiempo al animal para

ser capaz de regular su sistema inmune y combatir la enfermedad (Ruiz et al., 2023).

Al ser una enfermedad ligada al pastoreo, es un punto sobre el que incidir. Si bien, los sistemas de
produccion tipicos de nuestro pais en la actualidad, no puede controlar ni las salidas a pastar ni el
clima, por lo que el control ha de centrarse en evitar el contacto entre el hospedador y el vector, es
decir, entre la oveja y la garrapata. Los ganaderos pueden evitar campos donde haya gran nimero de
garrapatas, pero como esto es complicado, una medida preventiva comin es uso de productos
antiparasitarios para la prevencidon de parasitacion por garrapatas, incluso con efecto repelente,
siendo una alternativa eficaz y econdmica para el control de la enfermedad. Existen varios productos
registrados para su uso frente a garrapatas en ovino de distintas aplicaciones (inyectables y tdpicos).
Dos de los principios activos mas usados son la deltametrina y la cipermetrina, los cuales pertenecen

al grupo de los piretroides. (Ruiz et al. 2023).

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La anaplasmosis cada vez tiene mas importancia en Europa, especialmente en Espafia- Esto es
debido al aumento de las temperaturas que favorecen la presencia de los vectores en zonas en las
gue no se encontraban. Esto desencadena en pérdidas econdmicas de gran valor debido a los
procesos que sufren los animales afectados, como puede ser la emaciacién, descensos en la

produccion, mortalidad o presencia de canales ictéricas en el matadero que son decomisadas.

De manera frecuente los veterinarios y ganaderos del sector ovino, notifican brotes de anaplasmay
pérdidas en los rebafios, debido a la ausencia de trabajos que reflejan medidas de prevencidn
efectivas. Por ello, se necesita poner a prueba distintos métodos para asi recoger datos y conocer

gué medidas son mas eficaces frente a la infeccién de Anaplasma ovis.
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El objetivo de este trabajo es poner a prueba diferentes medidas de prevencion frente al vector
principal de Anaplasma, la garrapata, evitando asi la infeccién de dicha bacteria. Este estudio se ha

realizado en dos explotaciones de la provincia de Huesca.

Los objetivos especificos del estudio son:

1. Valorar la eficacia de 2 productos registrados para su aplicacion en ovino frente a la
parasitacién por garrapatas en animales no infectados que pastoreen en zonas con
conocimiento de casos de anaplasmosis ovina.

2. Determinar cual o cudles son las especies de garrapatas en la zona, y que, por lo tanto,
pueden tener implicacidn en la transmisién de la enfermedad.

3. Conocer la prevalencia inicial de los lotes de reposicidon al comienzo de la época favorable
para la actividad de las garrapatas, asi como analizar posibles causas que puedan provocar
variaciones entre rebafios.

4. Determinar posibles momentos clave en la proliferacién del vector.

4. METODOLOGIA

El presente estudio fue aprobado por la Comisidn Etica Asesora para la Experimentacién Animal de la

Universidad de Zaragoza el dia 10 de febrero de 2021, con referencia PI06/21.

1.1 Disefio del i

Imagen 1. Ubicacion de las explotaciones del estudio en el mapa de Aragén.
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El estudio fue realizado de manera simultdnea en dos explotaciones de la provincia de Huesca
(Aragdén) con un historial previo de casos de anaplasmosis ovina causada por Anaplasma ovis,
diagnosticados en el Servicio Clinico de Rumiantes (SCRUM) de la Universidad de Zaragoza en los
ultimos afios. Ambas explotaciones siguen un sistema de pastoreo de tipo semiintensivo, en el cual
los animales son estabulados Unicamente de forma previa al parto y durante parte de la lactacién,
segun la disponibilidad de alimento en el campo. Debido a que la enfermedad sigue generando
problemas en ambas explotaciones la necesidad de prevenirla se hace fundamental, para ello, un
paso esencial es conocer la prevalencia de dicha patologia en los lugares de estudio, y comprobar qué

método de prevencion es mds adecuado y eficaz.

Explotacién 1

La explotacion 1, localizada en Apiés (42°13'30" N, 0°24'13" W), municipio ubicado en la Plana de
Huesca, se trata de una explotaciéon de 2000 ovejas de raza rasa aragonesa incluidas en el libro
genealdgico de ANGRA (Asociacion Nacional de Criadores de Ganado Ovino Selecto de Raza Rasa
Aragonesa). Lleva un sistema con 4 pariciones al afio en los meses de marzo, junio, septiembre y
diciembre de mes y medio cada una. La reposicidn, que supone cerca del 20% de tasa anual, la deja
mayoritariamente de la paricidon de diciembre, unas 150, mientras que del resto de parideras deja
unas 30 corderas por paricién. La explotacidn sigue un manejo productivo de tipo semiintensivo, en el
cual las madres son estabuladas la primera semana tras el parto junto con sus corderos y apoyadas
con suplementacién basada en heno y pienso compuesto. Pasados estos dias, las madres pastorean
zonas alrededor de la explotacién durante el dia para regresar a la tarde a la explotacion, donde
permanecen los corderos estabulados. El destete se realiza a los 45 dias aproximadamente, salvo para
las corderas de reposicién que permanecen junto con las madres hasta los 3 meses de edad saliendo

a pastorear por los Campos cercanos.

La granja se encuentra a 680 metros sobre el nivel del mar, con una precipitacién anual media de 801
mm? repartida entre todos los meses del afio y una temperatura media de 13,92C. La zona de
pastoreo esta préxima a la Sierra de Guara, siendo un terreno de arcillas con afloramientos calizos.
Los animales pastorean zonas de cultivo de cereales, leguminosas, almendros y vides, asi como zonas

de pasto comunal y barbechos.

Explotacién 2

La explotacién 2, se encuentra situada en Beleder, (42°25'19.31" N, 0°23'47.87) un pueblo del

prepirineo ubicado a 697 metros de altitud y perteneciente al municipio de Campo, en la comarca de
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la Ribagorza. La explotacidn se halla ubicada en las faldas del monte Cervin y en el valle del rio Esera.
Se trata de una explotacidn con 1500 ovejas de la raza Xisqueta. El régimen de la explotacién es
semiintensivo. El sistema consta de tres pariciones, una que se extiende entre los meses de eneroy
febrero, siendo la mas voluminosa, otra en los meses de julio y agosto y por ultimo una en octubre. El
porcentaje de reposicidn es variable dependiendo de las necesidades. Si necesita, deja normalmente
animales de la paricién de agosto. Los corderos destinados a matadero se destetan a los 45 dias y se
mantienen en cebo en la explotacion hasta los 3 meses de edad. Las corderas de reposicion, en el

momento del destete permanecen con el rebafio saliendo a pastar.

El clima de la zona se caracteriza por contar con inviernos frios y humedos, siempre con nieve, y
veranos mas secos. En la época estival hay poca cantidad de nubes, lo que condiciona ese gran
crecimiento vegetal, ya que la vegetacion tipica de la zona necesita gran cantidad de horas solares
para su crecimiento. En el municipio de Campo, la pedania a la que pertenece Beleder, el clima es
calido y templado con mucha lluvia, ya que tiene precipitaciones de caracteristicas significativas. La
temperatura media es de 9,7 grados y unas precipitaciones medias de 912 mm?3/afio. Los animales

pastorean zonas de sotobosque, montafia y pastos variados.
4.2 Animales estudiados

Los animales objeto de estudio en este trabajo fueron las corderas de reposicion disponibles de
ambas explotaciones en el momento del inicio de la prueba, a finales de marzo de 2023. El estudio se

desarrollé de esta manera en cada explotacién:

En la explotacion 1 se dispuso de 152 corderas de 4 meses de edad (nacidas en diciembre) las cuales
fueron divididas de forma aleatoria en 3 grupos (51-50-51). Los animales fueron identificados de
forma individual mediante collares de diferente color y numerados de forma individual en funcién del
grupo al que pertenecian para favorecer el manejo y su seguimiento. Ademads, cada animal tenia su

crotal individual propio de la explotacidn.

El grupo A compuesto por 51 corderas fue incluido como grupo control, no recibiendo ningln
tratamiento y siendo identificado con collares numerados azules. El grupo B incluyé a 50 corderas.
Dicho grupo fue tratado con el principio activo deltametrina pour-on mediante aplicacion cutanea
por uncién dorsal continua (pour-On). Se realizd una Unica aplicacion segun prospecto. El nombre
comercial es Butox suspensién pour-on de laboratorios Merck Sharp & Dohme Animal Health, S.L.
Segun la ficha técnica la dosis es de 75 mg deltametrina/animal, equivalente a 10 ml/animal. Este

grupo fue identificado con collares numerados naranjas. Finalmente, el tercer grupo o grupo C estaba
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compuesto por las 51 corderas restantes. En este caso el tratamiento aplicado fue con el principio
activo cipermetrina pour-on mediante aplicaciéon cutdnea por uncién dorsal continua (pour-On) en
una Unica aplicacion segun prospecto. El nombre comercial es Cipermetriven pour-on de Laboratorios
e industrias IVEN, S.A. (Madrid, Espafia). Segun la ficha técnica contiene 25 mg cipermetrina/kg,

equivalente a 10 ml/10 kg p.v. Este grupo fue identificado con collares verdes.

Sin embargo, finalmente el estudio en esta explotacion fue compuesto Unicamente por 147 animales,
puesto que en el muestreo inicial, tres de los animales mostraron resultado positivo en PCR a
Anaplasma ovis (1 del grupo control (A) y dos del grupo C), y otros dos animales murieron durante la
prueba (uno en el grupo A y otro en el grupo B). Por este motivo, los 3 grupos finalmente fueron
formados por 49 animales cada uno distribuidos de manera aleatoria en los que se pudo realizar la

prueba.

En el caso de la explotacidn 2 se disponia de 66 borregas de reposicion de entre 6 y 7 meses de edad,
nacidas en agosto de 2022, las cuales fueron divididos de forma aleatoria en 2 grupos de 33 animales
cada uno. En este caso los grupos fueron identificados como grupo D, compuesto por 33 borregas.
Dicho grupo fue tratado con el principio activo deltametrina pour-on mediante aplicaciéon cutanea
por uncidn dorsal continua (pour-On). Se realizd una Unica aplicacidn segun prospecto, siendo el
nombre comercial del producto utilizado DELTAVEX POUR-ON 7,5mg/ml emulsion para uncion dorsal
continua de SP VETERINARIA, S.A (Riudoms, Espafia), aplicandose segun ficha técnica a una dosis de
75mg deltametrina/animal, equivalente a 10 ml/animal. Este grupo fue identificado con collares de
color rojo. El grupo E permanecié como grupo control sin tratamiento y fue identificado con collares

amarillos.
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Imagen 2y 3. Corderas de ambas explotaciones con sus respectivos collares.

Sin embargo, tras el primer muestreo, dieciséis animales resultaron positivos mediante pruebas
moleculares PCR a Anaplasma ovis, teniendo que ser descartados. De estos animales, tres
pertenecian al grupo D tratado con deltametrina, mientras que las 13 corderas positivas restantes
pertenecian al grupo control. Ademas, debido a un error de fabricacidn en los collares de color rojo, 4
animales perdieron su collar identificativo a lo largo de la prueba, teniendo que ser eliminados de la
prueba al no poderse realizar su seguimiento, y otro animal, en este caso del grupo control, fallecid.
Por ello, finalmente los grupos quedaron compuestos por un nimero desequilibrado de animales:

grupo D formado por 26 animales y grupo E control formado por 19 animales.

Segun la ficha técnica de estos productos, el tratamiento ha de repetirse entre las 4 y 6 semanas tras
el tratamiento inicial, solo en caso de que exista una reinfestacion, a excepcion del DELTAVEX
POUR-ON 7,5mg/ml emulsién para uncién dorsal continua, el cual no especifica en concreto cuanto
tiempo se ha de esperar hasta poder tratar de nuevo. Debido a lo anterior, asi como el periodo de
prepatencia hasta que los animales una vez infectados puedan mostrar valores positivos de infeccidn,
se tomé esta referencia de tiempo para alargar los plazos, realizando visitas de seguimiento a las 3

semanasy a las 6 semanas. Los tratamientos se aplicaron simultdneamente en ambas explotaciones.

4.3 Examen clinico vy evaluacién de garrapatas

El estudio se llevé a cabo en tres muestreos centrados en la primavera de 2023, entre finales de
marzo y la primera semana de mayo. La primera visita a ambas explotaciones se realizé el 22 de
marzo (T0), momento en que los animales fueron chequeados para ver su estado general de salud, se

agruparon de forma aleatoria en los distintos grupos, se les identificé y finalmente se aplicaron los
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tratamientos correspondientes. Las siguientes visitas se realizaron 21 dias después, el 12 de abril (T1)

y 43 dias después, el 3 de mayo (T2).

Se realizd un minucioso examen clinico inicial previo a la aplicacién de los tratamientos el dia 22 de
marzo de 2023 (T0O) para comprobar que los animales estaban sanos. Durante el examen se valord la
condicidn corporal, el color de las mucosas, y la presencia de signos clinicos patolégicos en el aparato
respiratorio, digestivo y locomotor. Igualmente se valoré externamente a los animales, prestando
especial atencidn a las zonas predilectas por las garrapatas: pabellén auricular, labios, cara, cuello,
axilas, zona inguinal y zona perianal (Martinez-Carrasco et al., 2010). Posteriormente se traté a los
animales. Todas las garrapatas encontradas fueron retiradas de los animales y almacenadas en botes
identificados para cada visita. De forma previa a ser retiradas, se anotd el numero, localizacion y
vitalidad de las garrapatas. Finalmente, las garrapatas recopiladas fueron clasificadas de forma

individual segun la clasificacién taxondmica propuesta por Estrada-Pefia et al. (2017).

El mismo procedimiento de examen clinico y evaluacién de la presencia de garrapatas fue realizado
en las visitas posteriores, a las 3 semanas de la aplicacidn de los tratamientos(T1) y a las 6 semanas

(T2).

Muestras de sangre entera de cada animal fueron obtenidas en cada una de las tres visitas con
sistema vacutainer, es decir, mediante sistema de vacio para extraccidon de sangre. Las agujas usadas
fueron BD Vacutainer ® PrecisionGlide™ 20GX1” (0.9X25mm) y los tubos VACUTEST © kima 4ml K;
EDTA 7,2mg.

Imagenes 4y 5. Exploracién de pabellones auditivos en las corderas y garrapata adherida a una oveja

del estudio
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4.4 Andlisis biomoleculares

Las muestras de sangre entera individuales obtenidas de todos los animales en cada visita fueron
duplicadas en dos alicuotas iguales, siendo posteriormente una de ellas enviada al laboratorio
EXOPOL S.L. (San Mateo de Gallego, Espafia) y la otra almacenada en congelaciéon a -209C. Se realizd
una gPCR a las muestras en pooles de 5 animales. Los pooles positivos fueron posteriormente
analizados de forma individual para detectar aquellos animales afectados en concreto. La deteccion
positiva a la bacteria se realizd utilizando el kit comercial EXOone Anaplasma ovis (EXOPOL S.L.)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El analisis se realiza mediante la copia y deteccién del gen

msp4 que permite la diferenciacién especifica de A. ovis frente a A. marginale.

Este ensayo gPCR tiene una sensibilidad analitica de 50 copias gendmicas equivalentes/ reaccién e
incluye un control positivo sintético cuantificado. El ensayo tiene como objetivo la Unica copia del gen
msp4 que se ha demostrado que permite la diferenciacién especifica de A. ovis de su parecida
Anaplasma marginale. El control endégeno también fue incluido en estos ensayos para evitar falsos
negativos. La carga bacteriana se expresd usando el ciclo de cuantificacién (Cq), el cual es el nimero
de ciclo donde la curva de amplificacion de la PCR intersecta el limite. El valor Cq se puede usar para

cuantificar o determinar la presencia/ausencia de la secuencia objetivo.

El kit comercial MagMAX™ Pathogen RNA/DNA (Thermo Fisher Scientific, Austin, TX, USA), con un
procesador magnético de particulas automatizado (KingFisher Flex System, Thermo Fisher Scientific,
Vantaa, Finland), se usd para la extraccidon de acidos nucléicos, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La amplificacidn se llevé a cabo en la maquina QuantStudio 5 Real-Time PCR (Applied
Biosystems, Marsiling, Singapore), y los resultados se analizaron con el respectivo software

(QuantStudio Design & Analysis software v1.5.1) (Lacasta et al. 2021).

Los animales que mostraron valores positivos en la muestra inicial (TO) fueron retirados del estudio al
estar ya infectados de forma previa al comienzo del estudio y no poderse utilizar este parametro

como método de evaluacion.

4.5 Andlisis estadistico

Los grupos de tratamiento de cada explotacion fueron tratados como variables de agrupacién para
todos los resultados. Se utilizd estadistica descriptiva basada en recuentos y proporciones para
determinar variables cualitativas: numero de garrapatas, nimero de corderas parasitadas, numero de

corderas infectadas. Pruebas no paramétricas fueron realizadas para analizar estos resultados porque
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las variables estudiadas no seguian los criterios de normalidad. El procedimiento seguido fueron los
test de Friedman para muestras relacionadas. Las pruebas fueron realizadas con la herramienta
software IBM SPSS Statistics V.22. Las diferencias entre grupos fueron analizadas para cada tiempo de
muestreo segun el test de Kruskal-Wallis. Pruebas de Chi-cuadrado fueron usadas para cada
momento de muestreo para analizar la correlaciéon en el nimero de corderas parasitadas con

garrapatas.

5. RESULTADOS

5.1. Prevalencia inicial

En el muestreo inicial realizado en la explotacion 1, tres de las borregas ya mostraron un valor cQ
positivo de 26, indicando que esos animales ya se encontraban infectados de forma previa al
comienzo del estudio, motivo por el cual fueron descartados. Sin embargo este resultado también
demuestra un valor util al permitir conocer la prevalencia inicial de animales infectados en dicha

explotacidn en el lote de borregas, siendo en concreto de 1,97% (3/152).

De la misma forma, en la explotacidon 2 también se encontraron animales con valores positivos en la
prueba molecular gPCR realizada en la primera visita, demostrando que ya estaban infectados
previamente, motivo por el cual fueron desechados. En concreto se encontraron 16 animales
positivos del total de 66 borregas disponibles en la explotacién, lo que supone una prevalencia en
este lote del 24.24% (16/66). En este caso, los valores cQ obtenidos tras la realizacion de la prueba

gPCR se encontraban entre 24 y 31.

2. Clasificaciéon taxonémi rr

El 100% de las 35 garrapatas encontradas en la explotacién 1 sita en Apiés fueron identificadas como
Rhipicephalus sanguineus, habiendo sido analizadas siguiendo los criterios de clasificacion
taxondmica propuestos por Estrada-Pefia et al., en 2017 y los ejemplos expuestos en el libro
publicado por Estrada-Pefia en 2015a. Siguiendo esos mismos criterios, las garrapatas fueron
clasificadas segln su estado de desarrollo y su sexo. No se encontrd ninguna garrapata en estado
larvario, mientras que se encontraron 2 ninfas, y el resto fueron individuos adultos, en total 33.
Dentro de estos individuos adultos encontramos 10 hembras, las cudles se encontraban en fase de

alimentacién, siendo el resto clasificados como machos siguiendo estos criterios.
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En la explotacion 2, se encontré un nimero menor de garrapatas, tan solo 8, las cudles, siguiendo los
mismos criterios de clasificacion anteriores fueron identificadas también como Rhipicephalus
sanguineus. En este caso solo se encontraron individuos adultos, siendo 5 identificados como

hembras y 3 como machos.
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Imagenes 6y 7. Ejemplares de Rhipicephalus sanguineus en diferentes estadios encontradas

en los animales del estudio y hembra de R. sanguineus llena de sangre.

5.3. Examen clinico y evaluacidn de la presencia de garrapatas

Una vez descartados los animales positivos en un primer momento, se evalud la presencia de
garrapatas en los animales. En la explotacién 1 (147 borregas) en TO no aparecid ninguna garrapata,
mientras que en las dos visitas siguientes si pudieron encontrarse. En T1 se vieron 2 corderas con
garrapatas de 147 lo que supone un 1,36% del total, mientras que en T2 el nimero observado fue
mayor, observandose hasta un total de 22 corderas parasitadas, lo que supone un 14,97% (22/147)
(Tabla 1). Igualmente se analizaron las diferencias estadisticas entre grupos en cada visita. En la
primera visita (TO), al no encontrar animales parasitados no se pudieron realizar las pruebas
estadisticas. Sin embargo, si pudieron realizarse en las dos siguientes visitas (T1 y T2), si bien no
mostraron diferencias significativas en ninguna de las dos. A pesar de no ser estadisticamente
significativas, si se observaron diferencias entre grupos en T1, con un valor de p = 0.602, y diferencias
aun mayores entre los grupos en T2, p = 0.223, si bien seguian sin ser significativas para el nimero de

corderas parasitadas.

Garrapatas TO Garrapatas T1 Garrapatas T2

Corderas Ne de | Corderas Ne de | Corderas N2 de garrapatas

afectadas garrapatas afectadas garrapatas afectadas encontradas
encontradas encontradas
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Grupo A|0(0%) |0 0 (0%) 0 7 (14,29%) 10
(49)

Grupo B | 0(0%) 0 1(2,04%) |1 4 (8,16%) 8
(49)
Grupo C | 0(0%) 0 1(2,04%) |1 11 (22,45%) 15
(49)
Total 0 (0%) 0 2(1,36%) |2 22 (14,97%) 33
(147)

Tabla 1. Resultados de los muestreos en la Explotacidon 1; corderas parasitadas por garrapatas y

numero de garrapatas encontradas.

Respecto al nimero de garrapatas, también se analizd estadisticamente el nimero de garrapatas
encontrado en cada grupo y para cada visita. De nuevo, al no encontrarse garrapatas en ninguno de
los animales en TO, no se obtuvieron diferencias. Por el contrario, tanto en T1 como en T2 se
obtuvieron diferencias entre grupos, si bien en ninguno de los dos casos dichas diferencias fueron

estadisticamente significativas: p= 0,604 en T1y p=0,242 en T2.

Respecto a la explotacién 2 en la que finalmente se dispuso de un total de 45 borregas, no se
apreciaron garrapatas ni en TO ni en T1. Por el contrario, en T2 si que pudieron apreciarse garrapatas
en un total de 5 corderas, lo que supone que el 11,11%(5/45) de los animales estudiados estaba
parasitado en ese momento, y en ambos grupos (Tabla 2). El andlisis estadistico para el nimero de
corderas parasitadas demostrd diferencias entre los dos grupos en T2 (p = 0,465), si bien estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas. Respecto al numero total de garrapatas
igualmente se apreciaron diferencias entre grupos (p=0,456) aunque tampoco fueron

estadisticamente significativas.

Garrapatas TO Garrapatas T1 Garrapatas T2
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Corderas N2 de | Corderas N2 de | Corderas afectadas Ne de
afectadas garrapatas afectadas garrapatas garrapatas
encontradas encontradas encontrada
s
Grupo D | 0(0%) 0 0 (0%) 0 3(11,54%) 5
(26)
Grupo E | 0(0%) 0 0 (0%) 0 2 (10,53%) 3
(19)
Total (45) | 0 (0%) 0 0 (0%) 0 5(11,11%) 8

Tabla 2. Resultados de los muestreos en la Explotacidon 2; corderas parasitadas por garrapatas y

numero de garrapatas encontradas.

5.4. Andlisis moleculares

En la explotacidon 1, una vez fueron descartadas las 3 corderas positivas encontradas en la primera

visita asi como los 2 animales que fallecieron a lo largo del estudio, no se encontraron animales hasta

la tercera visita (T2), momento en el cual uno de los pooles analizados del grupo B tratado con

deltametrina fue positivo con un valor cQ de 27 para Anaplasma ovis. Por ese motivo, los 5 animales

de dicho pool fueron analizados individualmente, siendo un Unico animal positivo con un valor cQ de

25 (Tabla 3). Respecto al estudio estadistico de estos valores, al no disponer de animales positivos en

TO y T1 no se pudieron obtener diferencias, mientras que en T2 si se obtuvieron diferencias entre

grupos (p=0,368), si bien no fueron estadisticamente significativas.

GRUPO (N)

T0 (22/03/2023)

T1(12/04/2023)

T2 (03/05/2023)

Grupo A (49)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)
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Grupo B (49) 0 (0%) 0 (0%) 1(2,04%)
Grupo C (49) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Total (147) 0 (0%) 0 (0%) 1 (0.68%)

Tabla 3. Resultados de los muestreos en la Explotacidn 1; animales positivos a Anaplasma ovis

mediante pruebas moleculares PCR.

En la explotacion 2 en TO se encontraron ya nimeros animales positivos cuyo momento de infeccidn

era desconocido, motivo por el que fueron descartados, asi como las corderas que perdieron su

identificacion y la que fallecid. Por ello, se parte del total de 45 animales que no era positivo en TO.

Sin embargo, en T1, ya 2 de los animales del lote D, tratado con deltametrina, mostraron resultados

positivos, con una cQ baja de 30 y 31, que indicaban baja carga infecciosa. Finalmente, en T2, dichos

animales positivos volvieron a dar valor positivo, esta vez con valor cQ mas bajo, de 25 y 27

respectivamente. Ademads, un nuevo animal de este grupo D mostré un valor positivo cQ bajo (24) en

el momento T2, haciendo un total de 3 animales positivos en este grupo y este momento. Por el

contrario, ningun animal del grupo control fue positivo en ninguno de los muestreos realizados (Tabla

4). El estudio estadistico demostrd la presencia de diferencias notables entre grupos, p=0,221enTly

de p= 0,130 en T2, si bien estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

GRUPO (N) TO (22/03/2023) T1(12/04/2023) T2 (03/05/2023)
Grupo D (26) 0 (0%) 2 (7,69%) 3(11,54%)
Grupo E (19) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Total (45) 0 (0%) 2 (4,44%) 3 (6,67%)
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Tabla 4. Resultados de los muestreos en la Explotacidn 2; animales positivos a Anaplasma ovis

mediante pruebas moleculares PCR.

6. DISCUSION

La anaplasmosis ovina es una patologia emergente en Europa y cada vez existen casos en mas paises
(Hornok et al., 2007; Renneker et al., 2013). Espafa convive con la anaplasmosis por lo menos desde
el aino 2014, momento en el que se diagnosticd el primer caso de la enfermedad afectando a varios
rebafios en el Matarrafia. A raiz de ese brote se realizé un estudio epidemioldgico de la zona afectada
en el que se observaba una alta presencia de la bacteria en rebafios con clinica y sin ella (Lacasta et
al.,, 2021). 9 afios mas tarde se sabe con certeza que es una enfermedad silente que es capaz de
infectar animales sin mostrar apenas signos clinicos, pero que puede provocar grandes brotes clinicos
con importantes pérdidas econdmicas. Debido a su capacidad de infectar sin mostrar clinica era de
esperar que se hubiese extendido por toda la Comunidad Autonoma de Aragén, llegando incluso a
zonas del Prepirineo y Pirineo. De hecho, ambas explotaciones han remitido casos clinicos
diagnosticados como anaplasmosis ovina, afectando tanto a corderos, en el caso de Apiés, como a
ovejas adultas, en el caso de Beleder de Campo, a las instalaciones del Servicio Clinico de Rumiantes
(SCRUM). Esta fue una de las razones por las que se eligieron estas explotaciones, al saber que la

bacteria se encuentra en los animales y causa pérdidas y problemas a los ganaderos en cuestion.

Se eligieron borregas debido a que la mayoria de problemas aparecian en el primer parto (Jiménez et
al. 2015). Estas borregas tenian edades entre los 4 y los 6-7 meses de edad en el momento del
estudio, que fue la primavera de 2023, momento de mdxima actividad bioldgica de las garrapatas
(Pfaffle et al., 2013; Matei et al., 2019). Por eso se eligieron los meses de marzo, abril y mayo para
llevar a cabo el estudio, puesto que los animales habian permanecido estabulados durante el
invierno, sin contacto esperado con garrapatas. En ambas explotaciones partimos con un niumero de
animales afectados de forma inicial, si bien fue diferente en cada explotacidn. Mientras que en Apiés
(explotacidn 1) Unicamente habia un 1,97% (3/152) de animales infectados, en Beleder el porcentaje
de afectadas era bastante mayor: 24,24% (16/66). Estas diferencias inicialmente inesperadas pueden
ser explicadas por la edad de los animales y el momento de nacimiento. Mientras que en Apiés las
corderas nacieron en pleno invierno (diciembre de 2022) y no salieron a pastar hasta finales de marzo
debido a la escasez de comida en el campo, en Beleder los animales tenian entre 6 y 7 meses de

edad, y habian nacido en agosto de 2022. Si bien durante el invierno permanecieron estabuladas,
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durante el otofio habian pastoreado con sus madres y pudieron haber entrado en contacto con

garrapatas, pues es otro momento de actividad de las garrapatas.

Otro factor clave durante la primavera de 2023 fue tanto la temperatura como la escasa acumulacion
de precipitacion, factores determinantes en la epidemiologia de las garrapatas. De hecho, segin
casos de la Agencia Espafiola de Meteorologia (AEMET), la primavera de 2023 fue la primavera mas
calida y la segunda mds seca de la serie histérica, con una precipitacién acumulada en la Espafia
peninsular de 95 |/m? (AEMET, 2023). Estos factores climaticos pudieron ser determinantes para
explicar la escasez de garrapatas observada durante el estudio, puesto que requieren de condiciones
mayores de humedad para su desarrollo y evitar la desecacion, su principal limitante (Pfaffle et al.,
2013; Matei et al.,, 2019). Sin embargo, estas condiciones climaticas tan secas y calidas pueden
provocar situaciones de sequia importante, que produzcan escasez de alimento para las ovejas, y
sobre todo, las corderas, que necesitan acostumbrarse a pastorear una vez destetadas. De hecho,
esta escasez de alimento y la sequia es considerado como un factor estresante que favorece la
aparicién de casos clinicos y brotes graves de anaplasmosis ovina (Renneker et al., 2013). A pesar de
ello, los ganaderos de ambas explotaciones refirieron que tanto los pastores que acudian al campo
con los animales como los perros que les ayudaban presentaban garrapatas, por lo que en el campo si
habia presencia de estos parasitos. Por ello, a pesar de que los estudios fueron realizados con un
numero de muestra escaso, parece ser que los productos si son capaces de controlar la infeccidn por
garrapatas en los animales tratados, e incluso en los grupos control, puesto que algunos autores

refieren un posible efecto repelente de estos productos (Stuen et al., 2012)

La totalidad de las garrapatas clasificadas fueron Rhipicephalus sanguineus, no es de extrafiar, puesto
gue es una garrapata de climas cdlidos y el estudio se ha llevado a cabo en una de las primaveras mas
calurosas (AEMET, 2023), bien es cierto que se podrian haber esperado ejemplares de Ixodes ricinus
en la explotacidn 2, ya que su ubicacion préxima al Pirineo hace que se trate de un clima mas frio,
siendo estds garrapatas mads caracteristicas de climas frios, como en la cornisa cantabrica o el Pirineo
en Espafa, asi como en los paises nérdicos (Estrada-Pefia et al., 2013; Porretta et al., 2013; Cunze et

al., 2022; Noll et al., 2023).

En cuanto a las garrapatas encontradas, tanto en la explotacidn 1 (Apiés) como en la explotacion 2
(Beleder de Campo), se observaron resultados similares. El nimero de garrapatas fue incrementando
conforme avanzé la primavera, y fue en la ultima visita (T2) donde se encontré el mayor nimero de

garrapatas en ambas granjas. Ademas, para ese momento los animales ya llevaban pastoreando mas
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de un mes de forma continuada, lo que favorece su exposicion a las garrapatas. Ademas, el hecho de
gue los 2 productos probados permitan tratar de nuevo a partir de las 4-6 semanas, puede indicar
gue para ese momento ya han perdido parte de su eficacia. A pesar de todo, los resultados no fueron
los esperados puesto que se observd un mayor nimero de garrapatas en los grupos tratados que en

los grupo control, en ambas explotaciones.

Cabe destacar que algunos autores, como Stuen et al. 2012, proponen que el tratamiento frecuente
con piretroides deja de tener un 100% de efectividad frente a la infestacidn de garrapatas a la
segunda semana tras su aplicacién. Sin embargo en nuestro caso, en el momento T1 no se
observaron apenas corderas parasitadas, por lo que se puede suponer que dichos productos aun
mantenian su efecto.. Este dato esta corroborado con otros estudios que indican que las garrapatas
pueden ser encontradas en animales 13 o 14 dias post-tratamiento con cipermetrina o deltametrina
(Mitchell et al. 1986, Henderson et al. 1987, Hardeng et al. 1992) Por ello, a pesar de estos estudios,
el tratamiento con piretroides hasta ahora ha demostrado niveles muy bajos o nulos de resistencia en
las garrapatas (Stuen et al., 2012), por lo que el tratamiento con piretroides en los momentos de

mayor presencia de garrapatas puede ser una medida clave para la prevencién de la anaplasmosis.

Solo se encontraron unas pocas garrapatas en los animales. La razén de esto es desconocida, pero las
garrapatas han podido agarrarse y soltarse sin ser vistas, puesto que el periodo de parasitacidn en
animales en todas las edades suele ser entre 14 y 21 dias (MaclLeod, 1932). Otro factor pudo ser un
error humano en la exploracién de las garrapatas, puesto que a pesar de que la mayoria de ellas se
localizan en las zonas muestreadas, pueden también apreciarse en otras localizaciones como zonas
inguinales y en la axila (Arthur, 1962, Henderson, 1987), si bien al tratarse de un estudio de campo la
posibilidad de estudiar de forma pormenorizada todas las localizaciones del animal no es posible tal y

como puede ocurrir en estudios experimentales controlados.

Seria interesante repetir este estudio con mayor volumen de animales y con condiciones
climatoldgicas mas favorables para la epidemiologia de la garrapata, con el fin de obtener resultados
mas fiables. Igualmente seria conveniente realizar un mayor nimero de visitas con menor espacio de
tiempo entre ellas para asi monitorizar y hacer un seguimiento mejor de los animales, en concreto de
la presencia de garrapatas. A pesar de ello, los resultados son esperanzadores como demuestra el
estudio, puesto que el numero de animales que ha positivizado o ha sido parasitado por garrapatas
durante el estudio ha sido muy bajo, de tal manera que se ha de tener en cuenta a los tratamientos

insecticidas frente a garrapatas como una herramienta fundamental en el control de la anaplasmosis
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ovina, asi como otras posibles enfermedades transmitidas por vectores, muchas de ellas con
potencial factor zoondtico. El aumento de casos de la enfermedad, asi como su presumible expansién
por gran parte del pais y el valor de las diferentes especies de Anaplasma como potencial zoonosis
suponen un incentivo mas que suficiente para seguir investigando herramientas de control frente a la

anaplasmosis ovina y otras enfermedades transmitidas por garrapatas.

7. CONCLUSIONES

7.1. Conclusiones

Basandonos en los resultados obtenidos en las pruebas aqui presentadas, se puede concluir que el
uso de ambos tratamientos antiparasitarios a base de piretroides sintéticos (deltametrina y
cipermetrina) es capaz de prevenir parasitaciones masivas de garrapatas en las corderas de reposicion
cuando es aplicado en un momento favorable para la actividad como las garrapatas como la
primavera, si bien mds estudios y en otras condiciones climaticas son necesarios para conocer

medidas eficaces para el control de la anaplasmosis ovina.

Igualmente se necesitan otros estudios que demuestren la importancia real y su extension geografica
tanto a nivel regional como nacional o internacional para conocer la verdadera extensién de la

anaplasmosis ovina, y por ende de la fisiopatologia de la enfermedad y sus vectores de transmision.

El conocimiento y la aplicacion de medidas de prevencién, no Unicamente basandose en tratamientos
antiparasitarios, de la anaplasmosis ovina, asi como de otras enfermedades transmitidas por
garrapatas es fundamental y ha de ser entendida y propuesta desde un enfoque One health, debido

en gran parte al potencial zoondtico de estas patologias.

Finalmente concluir que las condiciones meteoroldgicas son un factor determinante tanto en la
aparicién de casos clinicos graves como en la epidemiologia de la garrapata. Por lo que mas estudios
gue permitan conocer tanto las condiciones climaticas ideales para el desarrollo de las diferentes
especies de garrapatas implicadas en la transmision de estas enfermedades asi como las zonas de
distribucidn de estas garrapatas son fundamentales para poder aplicar las medidas preventivas de la

forma mas eficaz y adecuada.
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7.2. Conclusions

Based on the results obtained in the tests presented here, in can be concluded that the use of both
synthetic pyrethroid-based antiparasitic treatments (deltamethrin and cypermethrin) is capable of
preventing massive tick parasitizations in reposition ewes when applied on a favorable moment for
tick activity, such as in the spring. Although other studies and other climatology are necessary in

order to know effective control measures for ovine anaplasmosis.

Either way further studies are needed to demonstrate the real significance and its geographic extent,
both to regional, national or international levels in order to understand the true extension of ovine

anaplasmosis, and thus its physiology and its transmission vectors.

The knowledge and application of preventive measures for ovine anaplasmosis, not only based on
antiparasitic treatments, but also other tick-borne illnesses is essential and has to be understood and

proposed by a One health approach, given the potential zoonotic nature of these diseases.

Finally, it can be concluded that weather conditions are a determining factor both in apparition of
severe clinic cases such as the tick's epidemiology. Hence more studies are crucial to determine both
the ideal climatic conditions for the development of different tick species involved in the transmission
of these diseases as in the distribution areas of these ticks are essential to apply preventive measures

in a more effective and appropriate way.
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8. VALORACION PERSONAL

El realizar un trabajo experimental y a la vez bibliografico me ha permitido desarrollar mis habilidades
tanto de manejo como de busqueda de informacién. Por un lado, que el trabajo tenga su parte de
campo me ha ayudado a relacionarme con ganaderos y ganar experiencia en manejo de ovino;
manejo en la manga, sacar sangre, exploraciones,... El poder ir en repetidas ocasiones a explotaciones
de ovino en época en las que las ovejas se encuentran en régimen extensivo es un privilegio ya que se
puede apreciar el trabajo y sacrificio que conlleva tener animales a tu cargo. A parte de lo anterior,
bajo mi punto de vista es muy importante relacionarse con los ganaderos y conocer sus inquietudes a
la hora de trabajar, ya que al final nuestro trabajo cdmo veterinarios sin el suyo no tiene lugar, por lo
tanto creo que es muy importante respetar y escuchar a los ganaderos y trabajadores de las

explotaciones.

En cuanto a lo bibliografico he podido ver la cantidad de personas alrededor del mundo que se
dedican al estudio de las enfermedades, y que, en la mayoria de los casos, viven, o han vivido,
situaciones similares a las que nos encontramos nosotros actualmente en Espaia con el tema de la
Anaplasmosis, por ello es fundamental leer y aprender de autores de otros paises que llevan lidiando

con la enfermedad muchos mas afios que nosotros.

También he podido ver lo dificil que es llevar a cabo un trabajo de investigacion y lo complicado que

es sacarlo hacia delante, y que muchas veces los resultados no son los que esperabas.

Por ultimo me gustaria agradecer varias personas, sin las cuales no habria sido posible realizar este
trabajo; primero a mi abuelo José Lancuentra padre y mi tio José Lancuentra hijo por dejarme un lote
de corderas en Campo para “hacer cosas de la facultad”, por otro lado a la familia Yebra, propietarios
de la explotacion de Apiés. A Lucas Grasa por acompafarme y ayudarme a sangrar aunque vaya
“hasta arriba de faena”. A Marta Ruiz de Arcaute y Hector Ruiz por ser unos tutores excelentes. A
todo el profesorado y compafieros del SCRUM vy por ultimo a mi madre Ana Lancuentra por estar ahi

siempre.
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