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Summary

After the casual finding of Theileria ovis in splenectomised sheep, we carried out some mor-
phological and serological studies, the last one using Immune Fluorescent Antibody (IFA) test. The-
se studies were undertaken in order to characterize this specie. We also study some parameters
giving us some informations concerning to its pathogenicity, as well as immunogenic properties.

With the haematological and clinical results obtained, we can qualify this specie as having
medium pathogenicity, since it almost does not cause any temperature rise in the host, due to its
low parasitaemia level. On the other hand, this low parasitaemia level only causes slight decrease
on PCV. This fact is further supported when non splenectomised and experimentally infected ani-
mals did not almost showed any changes on the studied paramaeters.

The latent infection {premunition) was confirmed by determination of antibodies levels using
IFA test before splenectomy and by detection of parasite after that. Such levels increased along
with parasitaemia once after the surgical operation,

Although imidocarbarol dipropionate was probed ineffective for the treatment, buparvaquone
decreased significantiy the parasitaemia.

The existence of T. ovis in Extremadura is confirmed, and so, we can think that this specie can
be one of the aetiological agents of anemic diseases insheep.

Key Words: Thefferia ovis. Extremadura. Spain. Medium pathogenicity, Serologic response.
Buparvaquone.

Resumen

Tras el hallazgo fortuito de Therleria ovis en ovinos esplenectomizados, realizamos un estudio
morfoldgice y seroldgico por medio del test de inmunofluorescencia indirecta {IF1) con el fin de ca-
racterizar esta especie. Ademds se estudian algunos pardmetros que nos proporcionan informa-
cidn acerca de su poder patdégeno e inmundgenao.

En funcién de los resultados clinicos y hematoldgicos obtenidos podemos catalogar a esta es-
pecie como de patogenicidad media, ya que apenas provoca reaccién térmica en el hospedador
debido a los escasos niveles de parasitemia que alcanza, lo cual produce laeves descensos en el
valor hematocrito. Este hecho se confirma cuando animales no esplenectomizados e infectados
experimentalmente apenas manifestaron cambios en los pardmetros estudiados.

El estado de portador crénico (premunidad} se confirmd tras la determinacion de niveles de
anticuerpos por IF! previamente a la esplenectomia y por la evidenciacién del parasito en circula-
cidn una vez realizada ésta. Los tftulos experimentan un ascenso paralelo a los niveles de parasi-
temia una vez efectuada la intervencién quirdrgica.

Mientras el dipropicnato de imidocarbarol fue ineficaz en el tratamiento, la buparvaguona
consiguié reducir significativamente los niveles de parasitemia.
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La presencia de 7. ovis en Extremadura es confirmada, lo cual supone considerar a este agen-
te como colaborador en la etiologia de enfermedades anemizantes.

Paiabras Ciave: Therleria ovis. Extremadura. Espana. Patogenicidad media. Respuesta serold-

gica. Buparvaguona.

Introduccidn

Dos especies de Theileria, T. lestoguar-
di {sin. 7. hirci}), Morel y Uilenberg, 1981,
agente causal de teileriosis maligna en
ovinos y caprinos y T owvis, Rodhain,
19186, agente etioldgico de teileriosis be-
nigna en pequefios rumiantes, han sido
identificadas en Africa, Asia y Europa (Le-
vine?). En Espafia tan sélo contamos con
los datos aportados por Juste Jordan y
col.® quienes realizan una identificacion
morfolégica y en base a la patogenicidad,
de T. ovis en la provincia de Alava.

En este estudio describimos el hallaz-
go accidental de 7. ovis en ovinos esple-
nectomizados, su aislamiento, identifica-
cion marfoldgica y seroldgica por el méto-
do de imunofluorescencia indirecta (IFl), y
resultados obtenidos tras el estudio de de-
terminados pardmetros ciinicos, parasito-
légicos, hematicos y seroldgicos (IFi), ob-
servados durante el curso de la infeccidn.

Este agente de patogenicidad media
puede provocar un cuadro anémico no
muy acentuado, al actuar independiente-
mante, o bien, vy asociado a Babesia ovis,
agravar el severo proceso inducido por
ésta (Habela y colb). La coexistencia de
astas dos especies coincide en nuestra re-
gidn con una amplia distribucion de Rhipi-
cephalus bursa (Habela y cold), vector po-
tencial de B. ovis (Purnell'3} v T. ovis
(Neitz'?), de ahi el interés en diferenciar
ambas especies,

Material y Métodos
Dos ovinos adultos {macho y hembra)

de raza Merina y procedentas de la misma
explotacion, iban a ser utilizados tras la

esplenectomizacion como productores de
antigeno de Babesia ovis una vez compro-
bada su seronegatividad frente a esta es-
pecie.

Tras la intervencidn gquirdrgica se de-
tectd que ambos animales (1 y 2} apare-
cian como portadores cronicos de Theile-
ria ovis, hecho que nos proporciond el ma-
terial objeto de este estudio.

Previamente a la esplenectomia y una
vez efectuada esta, se realizd exploracidn
clinica con toma de temperatura rectal,
extrayendo por puncidn yugular muestras
de sangre, adicionadas de EDTA. Los nive-
les de parasitemia v el estudio morfoldgi-
co de las formas intraeritraocitarias se rea-
lizé sobre extensiones sanguineas tenidas
por el método de Giemsa. Igualmente, por
este métode fueron tehidas las prepara-
ciones realizadas a partir del material ex-
trafdo por biopsias ganglionares (preesca-
pular y parotideo). El valor hematocrito se
Antarmindipnn matarlnrs rannvnn fdan adass,

Empleamos ademads dos ovinos hem-
bras (3 y 4), no esplenectomizados, de 1
afio de edad, de la misma raza y proce-
dentes del animalario de nuestra Facultad,
los cuales, tras la constatacién de su sero-
negatividad frente a 7. ovis por IFl, se in-
fectaron via endovenosa con 1,8x108 eri-
trocitos parasitados, vehiculados en 5 c.c.
de sangre.

En todos los animales, la toma de da-
10s clinicos y de muestras se efectud tres
veces por semana, iniciandose 15 dias an-
tes de la esplenectomia {1 v 2} y de 13 in-
feccidn {3 vy 4). Esta pericdicidad se man-
tuve durante dos meses y medio. Durante
el mes siguiente el muestreo se realizd
cada cinco dias.
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" Ef antigeno autdctono se preparé a
partir de sangre con una parasitemia del
3%. Los eritrocitos fueron lavados 3 veces
en solucién tampodn fosfato {pH= 7.2), im-
presos en portaobjetos, fijados durante 10
minutos en acetona, introducidos en pa-
quetes herméticos y congelados a -80°C
hasta el momento de su uso.

Hemos empleado también antigeno
de Theileria ovis (originaria de Turquia) vy
de Babesia ovis aislada en Extremadura
{Habela y col5} frente a los cuales se tes-
taron los sueros probiema, con el fin de
realizar su caracterizacién.

Los sueros, obtenidos por centrifuga-
cion, fueron congelados a -30°C hasta su
uso y testados desde la dilucign 1/40
hasta su punto final. Titulos iguales o su-
periores a 1/160 fueron considerados po-
sitivos.

Hemos utilizado un conjugado anti-
especie comercializado por Nordic Immu-
nology (Tilburg, Holanda), a la dilucidén
1:80 en solucién tampdn fosfato (pH=
7.2).

Para la identificacidn seroldgica, asi
como para el estudio de la cinética de an-
ticuerpos hemos seguido el método de In-
munofluorescencia indirecta descrito por
Burridge? y modificado por Uilenberg y
col.1s,

Con el fin de comprobar la eficacia del
dipropionato de imidocarbarol contra T.
ovis, realizamos un tratamiento con este
producto {Imizol, Wellcome Portugal), em-
pleando una dosis de 1 m! {120 mg) por
via intramuscular durante dos dias conse-
cutivos (39 v 40 dias postesplenectomial.

Por ditimo, senalar la utilizacidén de

Tabla 1

Resultados correspondientes al animal nimero 1.
{Valores medios agrupados = error tipico)

DIAS TEMPERATURA PARASITEMIA HEMATOCRITO TITULOS {IF)
POSTESPLENECT. °C % % 1/X
-14 39,20 = 0,05 Negativo 40,60 + 0,41 1/320
-7 39,26 = 0,12 Negativo 39,63 x 0,08 1/320
0 3893 x 017 Negativo 40,60 + 0,63 1/160
7 38,13 = 023 Negativo 35,60 + 5,75 1/180
14 38,83 = 0,20 Negativo 36,20 + 1,12 17160
21 38,76 = 0,21 Negativo 37,70 + 0,12 1/320
28 38,30 = 0,08 < 0,1% 32,33 + 0,88 1/320
35 38,60 + 0,20 0,06 = 0,03 28,70 + 1,75 1/320
42* 3883 £ 0,27 043 003 29,23 + 1,62 1/640
49 3873 = 023 236+ 1,35 30,70 = 0,65 1/1280
56 38,70 = 0,25 4,06 + 0,63 27,96 + 0,54 1/1280
63" 38,60 = 0,29 1,03 = 0,830 24,48 + 2,00 1/1280
70 38,40 = 0,14 Negativo 27,23 + 0,70 1/1280
80 38.890 = 0,40 < 0,1% 28,50 + 0,37 1/640
80 38,560 = 0,05 < 0,1% 31,40 = 0,58 1/320

{*} =Tratamiento cen dipropionato de imidocarb.
{"*) = Tratamiento con buparvaquona.
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buparvagquona {Butalex, Coopers Animal
Health), farmaco ensayado con éxito en el
tratamiento de infecciones por Theileria
parvay T. annulata (Mc Hardy y Wekesa'?),
el cual fue inoculado via intramuscular, a
una dosis/animal de 2,5 m! {125 mg) a
los 63 dias post-esplenectomia,

Previamente a este tratamiento se
obtuvo antigeno vivo estabilizado, que fue
criopreservado en nitrégeno liquido tras
adicionar dimetil sulfoxido al 8% como
crigprotector.

Resultados

Las formas parasitarias intraeritrocita-
rias, observadas a partir de los 28 dias
postesplenectomia en un animal vy a los
36 en el otro, se caracterizaren morfoldgi-

camente por ser en $u gran mavyoria anu-
lares v ovales presentandoc en menor por-
centaje formas de coma, siendo adn mas
escasas las formas en "Cruz de Malta”
(Fig. 1). A este aislado de teilerias io he-
mos denominado “"Norba-88".

Las medidas del didmetro mayor en
las formas anulares y ovales quedaron
comprendidas entre 0,5-1,6 um. Todos
los intentos realizados para evidenciar es-
quizontes en el material extraido de las
biopsias ganglionares resuitaron infruc-
tuosos. Los resultados obtenidos en los
dos animales tras la exploracién clinica y
fa analitica correspondiente quedan suma-
rizados en las tablas 1 y 2, donde repre-
sentamos valores medics agrupados.

Los maximos niveles de parasitemia
apreciados alcanzaron porcentajes del
406 + 0,63 en el animal nimero 1; sin

Tabla 2

Resultados correspondientes al animal nimero 2.
(Valores medios agrupados + error tipico)

DIAS TEMPERATURA PARASITEMIA HEMATOCRITO TITULOS {IFY
POSTESPLENECT. °C % % 1/ X
14 38,86 + 0,12 Negativo 44,03 = 0,21 1/160
-7 38,90 = 0,11 Negativo 40,60 + 1,12 1/160
0 38,80 + 0,17 Negativo 42,56 + 0,52 1/160
7 39,43 + 0,17 Negativo 41,36 = 1,31 1/160
14 38,70 = 0,00 Negativo 38,26 = 0,44 1/320
21 39,16 = 0,13 Negativo 31,36 + 0,34 1/320
28 38,70 + 0,27 Negativo 27,80 = 0,85 1/320
35 38,75 x 0,12 Negativo 27,44 = 0,44 1/320
42 39,90 + 0,15 043 + 0,16 29,37 % 0,53 1/640
49 38,90 + 051 036 =021 22,78 x 2,44 1/1280
56 38,90 + 0,39 036 = 0,03 19,40 x 1,25 1/1280
63" 38,60 + 0,20 026 0,16 22,13 = 2,80 1/2560
70 39,20 x 0,20 < 0,1% 24,53 x 0,53 1/1280
80 38,80 x 0,18 < 0,1% 25,53 £ 0,40 1/1280
30 3910 = 0,05 < 0,1% 28,36 = 0,41 1/640

} = Tratamiento con dipropionato de imidocarb.

T
{**) = Tratamianto con buparvaquona,
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Fig. 1: Morfologia de ios merozoitos de Theileria ovis

{Norba-88).
1. anular 2. coma
3. oval 4. cruz de malta

embargo en éste en ningdn momento se
observd reaccién térmica que hiciera so-
brepasar la temperatura rectal de los limi-
tes considerados como fisicldgicos.

Respecto al animal numero dos los ni-
veles de parasitemia detectados fueron in-
feriores, llegando a alcanzar mdximos de
0,433 = 0,16, momento en el cual Ia
temperatura corporal superd en algunas
décimas el rango fisiolégico (39,9 =+
0,15=C).

El vaior hematocrito experimentd un
descenso moderado en ambos animales,
o cual nos hace considerar a Theileria ovis
como un agente de patogenicidad media,
pudiendo colaborar con otros hemopardsi-
tos en agravar la crisis hemoliticas.

{os valores hematocritos minimos ob-
servados alcanzaron cifras de 24,48 + 2
en el animal 1, a los 63 dias postesplenec-
tomia, y de 19,4 + 1,25 en el animal 2 a

los 58 de realizada la intervencidn quirdr-
gica. En ningtin momento apreciamos sig-
nos de reaccién hematopoyética por lo
que esta anemia de tipo medio fue califi-
cada de normaocitica y normocrdmica. Los
animales no esplenectomizados e inocula-
dos intravenosamente mostraron una lige-
ra reaccidn térmica {404 = 0,2) a los 5-6
dfas postinoculacion con niveles de para-
sitemia que no superaron el 0,1%, siendo
imperceptibles en determinados dias y de-
finitivamente no observados a partir de los
18 dias postinfeccion.

Mediante el empleo de la iFl, hemos
comprobado la existencia de comunidad
antigénica entre Theileria ovis identificada
en Extremadura y 7. ovis procedente de
Turquia. Por otra parte, los sueros proble-
mas no reaccionaron cuando fueron en-
frentados al antigenc de Babesia ovis tam-
bién originaria de nuestra regidn; este he-
cho pone de manifiesto la sensibilidad del
test en la identificacidn seroldgica.

Es obvio que los animales empleados
en este experimento mantenian un estado
de premunidad ya que los titulos de anti-
cuerpos frente a 7. ovis fueron claramente
positivos antes de la esplenectomia. El re-
torno del pardsito a la circulacién tras la
intervencidn quirdrgica confirma este he-
cho.

Précticamente & partir de la existencia
de niveles de parasitemia detectables, la
tasa de anticuerpos fluorescentes experi-
menta un ascenso progresivo que alcanza
titulos méximos de 1/1.280-1/2.560 en-
tre los dias 56 y 63 postesplenectomf(a.

El tratamiento con buparvaquona re-
sultd ser eficaz en la reduccién de los ni-
veles de parasitemia vy, consiguientemen-
te, en los titulos de anticuerpos fluores-
centes. Sin embargo no fue capaz de este-
rilizar a los animales, ya que varios dfas
post-tratamiento fueron cbservadas teile-
rias en el interior de los eritrocitos, aunque
en escaso nttmeroc, persistiendo titulos de
anticuerpos hasta la conclusién del experi-
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mento. El dipropionato de imidocarbarol
se mostré ineficaz en el tratamiento de la
teilerosis ovina.

Discusion

Las caracteristicas morfoldgicas de 7.
ovis {Norba-88) detectada en Extremadu-
ra coinciden con las descritas por Levine’
para esta especie, siendo las medidas si-
mitares a las sefaladas por este autor
para 7. hirci, especie morfoldgicamente in-
distinguible de 7. owis {Lewis y Purnells).
Sin embargo en ningtin momento obtuvi-
mos medidas de 4 pm de farge por 1,5
pm de ancho como las indicadas por Jus-
te Jordan v col® en 7. ovis identificada en
el Pais Vasco,

En los ganglios linfdticos preescapula-
res, a pecar de encontrarse aumentados
de tamano, fue imposible detectar esqui-
zontes; este hecho también es descnto
por Bhattacharyulu v col' y Uilenberg y
Schreuder's. Levine? sefala la dificultad
de observar cuerpos azules de Koch, ios
cuales han sidc detectados Unicamente
tras busquedas exhaustivas. Sin embargo
en infeccicnes por 7. hirci los cuerpos de
Koch son facilmente detectables en gan-
glios linfdticos, bazo, higado vy rifiones
(Gautam vy col?). En infecciones experi-
mentales por Thederia annulata la presen-
cia de esquizontes fue observada dnica-
mente cuando ésta se realizd a través de
garrapatas (Uilenberg y col.'9), de ahi que
an los animales infectados intravenosa-
mente tambidn resultara infructuosa la
busqueda de esquizontes.

Theileria ovis s& mostrd como un pa-
rdsito relativamente benigno, ya que tan
sélo hemos apreciado una ligera reaccion
térmica a los 42 dias postesplenectomia
en uno de los animales v a los 5-6 dias
postinoculacidon en los dos animales no
esplenectomizados. Lewis y Purnell® no
observan una respuesta febril en los ani-
mates esplenectomizados e inoculados

experimentalmente. Nuestros resultados
se aproximan mas a los obtenidos por
Bhattacharyulu y col.’ quienes, tras esple-
nectomizar animales presumiblemente
portadores de 7. ovis, observan una ligera
reaccion térmica paralela a la aparicion
del parasito en sangre, apreciando tam-
bién una anemia no muy acusada. Sin em-
bargo, en infecciones por 7. hirci se descri-
be una sintomatologia muy manifiesta y
elevada mortalidad (Gautam y col.3).

Respecto a los niveles maximos de
parasitemia observados después de la es-
plenectomia, se pueden considerar simila-
res a los hallados por Bhattacharyulu vy
col.! en idénticas condiciones experimen-
tales. En los animales no esplenectomiza-
dos la parasitemia no superd el 0,1%, he-
cho que coincide con las apreciaciones de
Lewis y Purneli® quienes también obser-
van niveles bajos de parasitemia en ani-
males intactos.

Por medio del test de inmunofluores-
cencia indirecta hemos realizado la identi-
ficacion serolégica, apreciando comunidad
antigénica entre nuestra cepa y una pro-
cedente de Turquia, hecho contrario a lo
gue ocurre entre cepas de Babesia motasi
originarias de Turquia y Europa, donde se
ha descrito sélo una inmunidad cruzada
parcial (Uilenberg y col.'8) o caracteristi-
cas seroldgicas diferentes {Lewis y col.8).

Los titulos maximos de anticuerpos
fueron observados entre los dias 56-63
postesplenectomia, datos coincidentes
con los obtenidos por Uilenberg y Schreu-
der's, aunque éstos los detectan a partir
de los 60 dias de realizada la transmision
experimental con Rhipicephalus evertsy.

Mientras el dipropionato de imidocar-
barol se mostré ineficaz en el tratamiento
frente a T. owis, la buparvaquona a la dosis
utihzada contra 7. parva y T. annulata {Mc
Hardy y Wekesa'o}, es decir, 2,5 mg/kg
peso vivo, redujo considerablemente los ni-
veles de parasitemia aunque no elmind
totalmente el pardsito del organismo.
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