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INTRODUCCION

Las piroplasmosis son enfermedades transmitidas mediante picadura de
artropodos que afectan a animales tanto domeésticos como silvestres. Estan
producidas por especies de los géneros Theileria y Babesia, los cuales estan
ampliamente distribuidos por todo el mundo, siendo causa de importantes pérdidas
productivas y de problemas en la salud animal. Ademas, algunas especies (B.
divergens, B. microti) estan involucradas en zoonosis (Sparagano, 1999).

La identificacion basada en la observacion microscopica de frotis sanguineos
es poco sensible y no permite la diferenciacion de las especies involucradas en las
infecciones, las cuales difieren en su poder patogeno. También las técnicas
serologicas presentan inconvenientes debido a la aparicion de reacciones cruzadas
entre las especies que dificulta el diagnostico (Papadopoulos et al.,1999). En la
actualidad se han puesto a punto y se estan empezando a utilizar técnicas mas
sensibles y especificas basadas en técnicas de biologia molecular, como la reaccion
de la cadena de la polimerasa (PCR) y técnicas de PCR-hibridacion entre las cuales
la mas recientemente descrita es la técnica de hibridacion en linea inversa (RLB)
(Gubbels et al., 1999).

La PCR presenta una alta sensibilidad y especificidad pero no permite la
identificacion conjunta de distintas especies. Por el contrario, la tecnica RLB unida a
una alta sensibilidad y especificidad permite la deteccion e identificacion simultanea
de una gran cantidad de patogenos, diferenciando también las especies no
patégenas de Theileria. Ademas la técnica permite el estudio de 40 muestras
diferentes a la vez.

En el presente estudio se identificaron las especies de los géneros Theileria y
Babesia que parasitan al ganado vacuno en la isla de Menorca mediante RLB,
permitiendo conocer la situacion de estas parasitaciones en la isla y las especies
involucradas en la parasitacion.

MATERIAL Y METODOS.

Se muestrearon un total de 133 vacas adultas de produccion lechera en tres
periodos de estudio: 45 animales fueron muestreados en marzo, 40 en junio y 48 en
octubre. La PCR se realizd a partir de DNA aislado de 200 | de sangre entera
mediante extraccion por fenol-cloroformo. La técnica RLB utiliza un set de iniciadores
para la ampliacion de las regiones hipervariables V4 del gen del RNA ribosomal
comun a todas las especies de Theileria y Babesia. Uno de los iniciadores esta
marcado con biotina que marca los productos obtenidos en la reaccion de PCR. Estos
productos son posteriormente hibridados a una membrana en la cual, a su vez, estan
ligados de manera covalente oligonucleotidos especificos para cada especie a
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analizar. Los oligonucleotidos empleados en el estudio fueron: T.annulata, T. buffeli,
T. velifera, T. taurotragi, B. bigemina, B. bovis, B. divergens'y B. Major (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencia de los iniciadores comunes a todas las especies de Babesia-
Theileria y secuencia de los oligonucledtidos especificos frente T. annulata, T. buffeli,
T. velifera, T. taurotragi, B. bigemina, B. bovis, B. divergens y B. major empleados en
el estudio. :

Iniciador RLB R CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT
Iniciador RLB F GACACAGGGAGGTAGTGACAAG
Oligonucledtido T. annulata CCTCTGGGGTCTGTGCA
Oligonucledtido T. buffeli GGCTTATTTCGGWTTGATTTT
Oligonucleodtido T. taurotragi TCTTGGCACGTGGCTTTT
Oligonucledtido T. velifera CCTATTCTCCTTTACGAGT
Oligonucledtido B. bigemina CGTTTTTTCCCTTTTGTTGG
Oligonuclectido B. bovis CAGGTTTCGCCTGTATAATTGAG
Oligonucleoctido B. divergens GTTAATATTGACTAATGTCGAG
Oligonucledtido B. major TCCGACTTTGGTTGGTGT

Iniciador marcado con biotina
W indicauna AdunaT.
Todos los oligonucleotidos presentan un grupo amino en el extremo 5°

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante la técnica RLB se detect6 la existencia de 4 especies diferentes de
piroplasmas en el ganado vacuno en la isla de Menorca: T. annulata, T. buffeli, B.
bigemina y B. bovis. La parasitacion por las especies de Theileria, especialmente T.
buffeli fue muy elevada. De los 133 animales estudiados 119 (89,5%) estaban
parasitados por T. buffeli, aunque esta especie es considerada como una Theileria
apatogena. Sin embargo, la parasitacion por T. annulata, responsable de la
Theileriosis Mediterranea fue también muy importante, 82 animales (61,6%)
presentaron esta parasitacion. No hubo diferencias entre los tres periodos de
muestreo realizados, 31 animales fueron positivos a 7. annulata en marzo, 26 en
junio y 25 en octubre, indicando que la situacion de esta parasitosis en la isla es
endemica.

La presencia de B. bigemina fue observada en 8 animales (6,0%) y la de B. bovis
en 4 animales (3,0%). Solamente 4 animales (3,0%) en todo el estudio fueron
negativos a la presencia de piroplasmas en sangre.

Setenta y tres animales estaban simultaneamente parasitados por T
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annulata y T. buffeli (54,9% de los animales), cuarenta y seis (34,6%) Unicamente
presentaron T. buffeli y nueve (6,8%) unicamente T. annulata. De todos los
animales del estudio solamente 5 animales no presentaron ninguna especie de
Theileria. Los animales parasitados por B. bigemina presentaron simultaneamente
alguna especie de Theileria, mientras que de los animales parasitados por B. bovis,
un unico animal no presentd parasitaciéon por ninguna especie de Theileria. Ninguno
de los animales presentd las dos especies de Babesia conjuntamente.

En conclusion, el ganado vacuno de la isla de Menorca, presenta unas
prevalencias de parasitacion por piroplasmas muy elevadas, siendo especialmente
importante la Theileriosis Mediterranea que presenta una situacion endémica. La
técnica RLB presento una elevada sensibilidad y especificidad y permitio la
deteccion e identificacion simultanea de todas las especies de Theileria y Babesia
existentes en la isla.
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