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1 Lince Ibérico (Lynx par-
dinus) es el felino mas
amenazado del mundo
y una de las especies en-
démicas espafiolas mas represen-
tativa. A pesar de los programas
implementados para su conser-
vacién, aun quedan muchos as-
pectos por mejorar, pues existen
muchos factores de riesgo como
epizootias, las cuales producen
mortalidad y/o reducen la salud
de los hospedadores y alteran la
dispersion y movilidad de los ani-
males infectados, sin dudas, estos
se agravan al anadir los altos coe-
ficientes de consanguinidad indi-
viduales y poblacional [1].

La convivencia con otras especies
tanto silvestres como domésticas,
favorece el intercambio de paté-
genos. Sin embargo, atn son mu-
chos los casos donde no se dispo-
ne de conocimiento pleno de sus
mecanismos de accién ni cémo
afecta a la salud del lince ibéri-
co, siendo dificil de concretar los
riesgos que suponen para su con-
servacién. Algunos datos parecen
revelar una transmisién de las
enfermedades reducida dentro de
individuos de la misma especie,
comparado con el gato domésti-
co, sobre todo de virus, atribuible
a la severa escasez de poblaciones
y el consabido comportamiento
social solitario de la especie [1]

Atn menos informacién se dispo-
ne sobre las especies de ectopara-
sitos del lince, precisamente por
ello nuestro trabajo se centré en
el estudio de las especies de garra-
patas parésitas de linces, por dos
razones principales: (1) ausencia
de informacién sobre ellas y (2)
la importancia que pueden llegar
a alcanzar en la transmisién de
patdgenos.

Las garrapatas son artrépodos he-
mimetdbolos con gran importan-
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cia médica y veterinaria, siendo
determinantes para las dindmicas
ecologicas y participes de los dis-
tintos mecanismos de amenaza a
las poblaciones naturales, cuyos
factores de extincién mads cita-
dos son el pequefio tamario de la
poblacién preepidémica y la pre-
sencia de reservorios [2], factores
presentes en las poblaciones de
lince ibérico. A nivel taxondémico,
las garrapatas se encuentran di-
vididas en dos familias, Ixodidae
(garrapatas duras) y Argasidae
(garrapatas blandas) trabajando
en nuestro estudio Unicamente
con las pertenecientes a la familia
Ixodidae. Estos ix6didos cumplen
con el papel de vector de gran va-
riedad de enfermedades, entre
ellas la cytauxzoonosis, enferme-
dad producida por el piroplasmi-
do Cytauxzoon spp. Este piroplas-
mido no provoca patogenia para
los linces ibéricos por lo reflejado
hasta la actualidad, por ello ha-
bria que profundizar en el cono-
cimiento de este patdgeno, pues
un cambio de su virulencia podria
llegar a producir mortalidad y ser
un problema futuro, suponiendo
un riesgo para la conservacién de
la especie.

Por ello, en este trabajo tratamos
de identificar las especies de ix6-
didos que parasitan a los linces
ibéricos usando identificacién
morfolégica mediante claves di-
cotémicas y posteriormente la
identificacién molecular median-
te PCR usando los genes mito-
condriales 12SrRNA y 16SrRNA.
Posteriormente estudiamos la po-
sible implicacién de estas especies
de garrapatas en la transmisién
de Cytauxzoon spp. Actualmente
ya se han dado casos de linces
ibéricos positivos aCytauxzoon
spp. [3] localizados en todos los
linces de la Peninsula ibérica, a

excepcién de Doriana [4] pero

aun no se ha identificado vectores ectopardsitos.
Su deteccién en garrapatas arrojarfa mas luz sobre
la enfermedad y esclareceria el ciclo epidemiol6gi-
co de Cytauxzoon spp. en el lince, al igual que los
mecanismos de transmisién y las especies de ecto-
parasitos vectores.

Dentro de este campo de investigacién no encon-
tramos suficiente informacién en la bibliografia
consultada sobre la identificacién morfolégica y
distribucién de los ectoparasitos que afectan al
lince ibérico en Espatia, aunque podemos destacar
un trabajo [5] en el cual se identifican morfoldgi-
camente las especies mas frecuentes y abundan-
tes en este félido. En el citado estudio las especies
identificadas fueron Rhipicephalus turanicus y Rhi-
picephalus pusillus, ambas pertenecientes del grupo
R. sanguineus, lo cual guarda similitud parcial con
nuestros resultados, obtenidos mediante técnicas
moleculares. En referencia al resto de especies
identificadas en este estudio y de acuerdo con el
trabajo antes citado [5], cabe destacar que Hyalom-
ma marginatum e Ixodes hexagonus fueron identifi-
cadas morfolégicamente, aunque posteriormente
nuestros andlisis moleculares no permitieron con-

firmarlo.

Cierto es que la identificacién morfolégica de las
garrapatas mediante claves dicotémicas es un ana-
lisis que puede dar lugar a interpretaciones con
cierto sesgo, asi como se muestra en otros estu-
dios [6] siendo las de los géneros Rhipicephalus e
Hyalomma las que presentan mayor incertidumbre
de identificacién. Otros autores [7] también con-
cluyeron que la combinacién de los estudios mor-
folégicos, bioldgicos y moleculares son, en muchos
casos, necesarios para la correcta identificacién de
especies problemiticas.

Los andlisis mediante técnicas moleculares permi-
tieron realizar la identificacién de las especies de
garrapatas estudiadas con mayores garantias. En
nuestro estudio, los anélisis por PCR convencional
y de secuenciacién de las subunidades ribosémicas
12S5rRNA y 16SrRNA dieron resultados diferentes
alaidentificacién morfoldgica. En el caso de las se-
cuencias de Hyalomma, fueron altamente compati-
bles con la especie H. lusitanicum, aunque la base
de datos del NCBI también contenfa secuencias
cercanas a Hyalomma marginatum, pero con menor
similitud. Respecto a I. hexagonus, el mal estado de
los ejemplares y el hecho de resultar negativas en
la PCR convencional no nos permitié avanzar mas.
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Nuestros resultados mostraron
que existen diferencias muy ra-
dicales entre la identificacién
morfolégica y molecular, sugi-
riendo que, si asumimos que lo
més preciso se obtiene con los
métodos moleculares, la especie
con mas prevalencia en el lince
ibérico en Extremadura resultd
ser Rhipicephalus pusillus, especie
pardsita también de lagomorfos,
presa predilecta del lince [8]. Por
consiguiente, la identificacién
morfolégica se debe realizar con
cautela, ya que muchos aspectos
anatémicos distintivos pueden
ser subjetivos y poco visibles in-
fluyendo también el estado de
la muestra, lo cual dificulta una
identificacién precisa. Esto tam-
bién fue indicado en otro trabajo
[9] donde se demostraba que la
nueva especie Ixodes inopinatus
ha sido erréneamente documen-
tada como I. ricinus en algunas
partes de Espania, Portugal y nor-
te de Africa. En otro estudio [10]

se confirma el alto porcentaje de

similitud (98.7%) entre R. sangui-
neus y R. turanicus, sugiriendo que
estas especies divergieron recien-
temente, generando dificultades
en su clasificacién debido a su si-
militud morfoldgica, aunque tam-
bién presenta discrepancias mo-
leculares [11] en otros estudios
donde no pudieron encontrar
suficientes diferencias entre ellas.
A pesar de estos articulos que de-
muestran la clara dificultad de di-
ferenciar estas especies, también
existen otros casos [12] donde
observaron un 5.7% y un 4.3% de
divergencia mitocondrial en las
secuencias 12S5rRNA y 165rRNA.
Debido a esta variedad de resulta-
dos, todo apunta a que una buena
complementacién al estudio mor-
folégico consistiria en la realiza-
cién de estudios moleculares que
permitan una mayor fiabilidad de
los resultados de identificacién,
siendo los genes mitocondriales
12SrRNA y 16SrRNA muy efica-
ces para ello.

Respecto a los estudios realizados en nuestro pais
sobre la presencia de Cytauxzoon spp. mediante
PCR en lince ibérico encontramos bibliografia de
referencia [3] donde las muestras analizadas eran
tejidos blandos de lince ibérico [3]. Sin embargo,
nuestro trabajo se centr6 en el anélisis de garrapa-
tas recogidas en linces ibéricos mediante métodos
moleculares para tratar de detectar la presencia
del material genético de Cytauxzoon spp. en las
garrapatas y relacionar la implicacién de estas en
la transmisién del hemoparésito, aunque el papel
vectorial quedaria por determinar, como indican
varios autores [4]. En los resultados ninguna de las
garrapatas resulté ser positivas, a diferencia de lo
encontrado en otros estudios, aunque estos fue-
ron efectuados sobre garrapatas del lince rojo en el
sureste de Illinois, EEUU [13].

Recientes estudios [14], vienen a indicar que C. fe-
lis se encuentra en expansién en EEUU alcanzin-
dose una mayor prevalencia en gatos domésticos,
lince rojo y pumas, cumpliendo estos tltimos el
papel de reservorios. Estos hallazgos deberian mo-
tivar una investigacién profunda del paralelismo
de esta enfermedad en nuestro continente, como
ya se ha hecho en otros estudios, determinindo-
se la diversidad genética de Cytauxzoon spp. en los
felinos salvajes de Europa, definiendo tres genoti-

pos: C. europeus, C. otrantorum y C. banethi. [15].
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Aun asi, se necesita mis investi-
gacion para esclarecer el papel de
los vectores en su transmisién y
la ecoepidemiologia de este para-
sito.

En nuestro trabajo se ha llevado
a cabo la recogida de muestras
de garrapatas (67 ixédidos todos
adultos) procedentes de 10 lin-
ces ibéricos, caddveres y animales
capturados principalmente de las
poblaciones del norte, entre ellas
las de la comunidad auténoma de
Extremadura, durante los afios
2017-2020. Las muestras fueron
conservadas en alcohol 70% has-
ta el momento de su identifica-
cién morfolégica y posterior pro-
cesado para la extraccién de ADN.

Primero se realizé la identifica-
cién morfolégica de las garrapatas
mediante su observacién y estu-
dio a través de un estereomicros-
copio siguiendo para ello las cla-
ves dicotémicas correspondientes
[8y 16] y se realizaron fotografias
digitales de todas ellas (figura 1).

La identificacién morfolégica
aporté los siguientes resultados:
3 individuos se identificaron
como Ixodes hexagonus (4,47%),
47 individuos se correspondie-
ron con la especie Rhipicephalus
sanguineus (70,15%), 2 ejempla-
res con Rhipicephalus turanicus
(2,99%) y 13 Hyalomma margina-
tum (19,40%). Hubo 2 garrapa-
tas (2,99%) que no pudieron ser
identificadas debido al mal estado
de conservacién. Ningun lince fue
infestado simultdneamente por
todas las especies y el maximo de
especies identificadas sobre un
mismo lince fue de dos. La carga
parasitaria media (desviacién ti-
pica) fue 6,70 (+ 4,55) garrapatas
por lince. Estos resultados fueron
contrastados con los anélisis mo-
leculares para contrastar la identi-
ficacién morfoldgica.
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Figura 1. Micrografias (vista dorsal y ventral) de hembras y machos)

Posteriormente se procedié a la
identificacién molecular que se
realizé tras el disefio de dos pa-
rejas de cebadores de PCR del
gen 12S5rRNA y 16SrRNA mi-
tocondrial, usando la secuencia
consenso obtenida a partir la co-
leccién de secuencias de ambos
genes disponible en GenBank
(National Center of Biotechno-
logy Information: NCBI) para la
familia Ixodidae. La identificacién
molecular consistié en el andlisis
y comparacién de las secuencias
genéticas de las subunidades ri-
bosémica 12SrRNA y 16SrRNA
dada la mayor cantidad de infor-
macién molecular disponible en
bases de datos genéticas.

Asi, una vez disefiados los ceba-
dores se realizé la extraccion de

ADN de las garrapatas mediante extraccién ma-
nual de acuerdo con los protocolos de uso comun
en el laboratorio. A continuacién, las muestras se
analizaron mediante PCR convencional, técnica
que amplifica el ADN mitocondrial de las garra-
patas usando los cebadores disefiados especifica-
mente de los genes citados con anterioridad. La
amplificacién se lleva a cabo en un Termociclador
2720 (Thermal Cycler de Applied Biosystems). La
visualizacién de los fragmentos se realiza median-
te electroforesis submarina en gel de agarosa 1,5%,
observandose en un equipo de transiluminador de
luz ultravioleta con el objeto de identificar si los
tamarios moleculares son adecuados (Figura 2).

A continuacién, se analizaron mediante PCR de
secuenciacién aquellas reacciones de PCR conven-
cional positivas con suficiente producto estimado
visualmente, purificando los productos usando
ExoSAP-IT PCR (Thermo Fisher Scientific). Las
secuencias nucleotidicas se obtuvieron mediante
el Termociclador 2720 (Thermal Cycler de Applied

Figura 2. Visualizacién de electroforesis en gel agarosa con luz ultravioleta (Elaboracién propia).
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Figura 3. Comparacion de las secuencias de ADN mediante el software MEGA 7 (Fuente de elaboracién propia).

Biosystems) usando el kit BIG
DYE Sequencing KIT Ver 3.1
(Applied Biosystems) siguiendo
las recomendaciones del fabrican-
te. Ademads, la secuenciacién se
realiz6 bidireccionalmente para
validar la variacién genética me-
diante emparejamiento de las lec-
turas durante el analisis de datos.
Los productos de secuenciacién
fueron precipitados y cargados en
el analizador genético ABI 3130
(Applied Biosystems) y las lectu-
ras de los fragmentos se codifi-
caron a formato texto usando el

programa “AB

DNA Sequencing

. k-

ARV . e

Analysis Software v 5.2”.

Finalmente se realizé el andlisis
de las secuencias de nucleétidos,
que fueron procesadas y alinea-
das en el programa MEGA 7 [17]
(Figura 3) para poder analizarlas
y compararlas con otras disponi-
bles en la base de datos del Gen-
Bank del NCBI (National Center
for Biotechnology Information)
usando la aplicacién BLAST (Ba-
sic Local Alignment Search Tool).

Para el analisis molecular se uti-
lizaron los amplicones de ambos
genes que rindieron resultados

positivos, obteniéndose 46 amplicones de garrapa-
tas diferentes y para ambos genes (68,66% sobre el
total de garrapatas identificadas morfolégicamen-
te). Posteriormente se analizaron mediante PCR
de secuenciacién, obteniéndose por ambas hebras
37 muestras mediante 16SrRNA y 40 por 125rR-
NA, ya que algunas no tenian la calidad necesaria
para su andlisis y se retiraron de este estudio.

Mediante el software MEGA 7 se procesaron los
datos de las lecturas obtenidas y se realizaron
los alineamientos comparando los datos obteni-
dos con aquellos de la base de datos del GenBank
(NCBI) en la aplicacién BLAST y se asumio la per-
tenencia a grupo taxonémico especifico cuando el
rango de similitud molecular estuvo entre un 99-
00%
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Figura 4. Topologia filogenética molecular por método de maxima verosimilitud
mediante MEGA 7 (A: Gen 12SrRNA; B: Gen 16S rRNA)

Nuestros resultados confirmaron
que las muestras de ixédidos re-
cogidas en lince ibérico fueron
compatibles en un 5% con Rhipi-
cephalus sanguineus, un 75% con
Rhipicephalus pusillus y un 20%
con Hyalomma lusitanicum.

También se observaron diferen-
cias polimérficas intra-especificas
que se utilizaron para el anilisis
filogenético. El andlisis filogené-
tico del gen 12SrRNA agrupé las
secuencias en tres grupos taxo-
noémicos. En el primer grupo, la
especie fue Rhipicephalus pusillus,
(n=24). A continuacién, el segun-
do grupo estuvo representado
por la especie Rhipicephalus san-
guineus y, por ultimo, el tercer
grupo conformado por la especie
Hyalomma lusitanicum (n=7). El
resultado del andlisis filogenéti-
co se muestra en la figura 4 (A).
Respecto del gen 16SrRNA de
nuevo se obtuvieron tres grupos
correspondientes con las tres es-
pecies identificadas previamente.
El primer grupo perteneciente a
la especie Rhipicephalus pusillus
(n=23). El segundo grupo forma-
do por la especie Rhipicephalus
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sanguineus (n=2) y finalmente, el
ultimo grupo estd conformado
por la especie Hyalomma lusitani-
cum (n=>5), como se muestra en la
figura 4 (B).

Los méximos de identidad se

encontraron entre el 99% y el
100% con la base de datos del
GenBank del NCBI, mostrando

para el gen 12SrRNA similitudes del 100% (60%
de las muestras), 99.70% (30% de las muestras),
99.69% (2,5% de las muestras) y un 99,40% (7,5%
de las muestras). Para el gen 16SrRNA se aprecian
unas similitudes del 100% (78,4% de muestras)
y 99.70% (21,6% de las muestras restantes). Por
todo lo anterior, los resultados sugirieron la pre-
sencia de al menos tres especies, confirmando las
especies parasitas mediante método de deteccién
molecular, proporcionando una mejor asignacién
taxondmica respecto a la identificacién morfolégi-
ca, siendo este ultimo un método mas subjetivo
que depende de la interpretacién y de la experien-
cia del observador.

Tras la identificacién de las especies de garrapatas,
se realizé el estudio molecular para detectar la pre-
sencia de ADN de Cytauxzoon spp. en los ixédidos.
Se disefié un ensayo de PCR a tiempo real, inclu-
yendo cebadores y sondas tipo Tagman o de hidré-
lisis [18]. Se incorporaron todas las secuencias de
Cytauxzoon spp. disponibles delgen 18SrRNA, los
cuales incluian especies de los géneros Theileria,
Babesia y Cytauxzoon. Los ensayos se realizaron
utilizando un equipo StepOnePlus Fast (Applied
Biosystems), incluyendo en todas las placas un
controlpositivo (ADN de C. felis obtenido de san-
gre de un gato domeéstico infectado) proporciona-
do por Angel Sainz [19] y un control negativo.

Control positivo

AT SARRARA T Lty

Figura 5. Resultados andlisis moleculares sobre Cytauxzoon spp.
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Las muestras de ADN se procesaron realizando
el analisis completo de todas las muestras identi-
ficadas en la secuenciacién. Todas las pruebas re-
sultaron negativas mediante “real time” PCR para
Cytauxzoon spp., excepto el control positivo (figura
5).

En resumen, se ha conseguido una identificacién
molecular mas precisa y objetiva realizando una
comparacién de las secuencias estudiadas con las
descargadas de la base de datos del GenBank del
NCBI, asumiéndose que la identificacién especie-
especifica se corresponde con aquella co e
porcentaje de identidad y consideréndoser'

busta cuando se obtuvo un 100%.

La relacién entre los resultados de la identificacion
morfolégica y la molecular, obtenida tras el anali-
sis de los genes 12SrRNA y 16SrRNA muestra una
clara discrepancia, obteniendo solo un 5% de coin-
cidencia entre ambos métodos. Por ello se puede
sugerir como identificacién definitiva aquella que
obtuvo mayor porcentaje de identidad molecular
respecto a lo encontrado en la base de datos del
GenBank del NCBI. Desde el punto de vista biolo-
gico estas identificaciones son bastante Bgicas, al
encontrarse garrapatas que también parasitan co-
nejos, sustento alimenticio que conforma el 90%
de la diera del lince. En relacién a los estudios mo-
leculares sobre Cytauxzoon spp., estos dieron resul-
tados negativos, lo cual no excluye a estas especies
como vectores potenciales de este hemoparésito,

solo que para su asociacién resulta necesario rea-
lizar estudios mas amplios. Por ello, promover la i.
investigacion sobre ello contribuiria a la conserva- -
cién de esta especie en peligro de extincién.

Para mas informacion: :
En el Colegio Oficial de Veterinarios de Badajoz, -

se podra consultar la bibliografia completa corres—.\:;
pondiente a este articulo para todos aquellos inte-
resados. ¥





