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RESUMEN
Palabras clave Introduccién. Babesia caballi, Theileria equi y varias especies de rickettsias son agentes de
Babesia caballi; Theileria equi, Rickettsia enfermedades transmitidas por vectores que afectan a los equinos. El objetivo del presente
sp; Dermacentor nitens; Amblyomma mix- estudio fue detectar infecciones por B. caballiy T. equi en caballos e identificar rickettsias en
tum caballos y garrapatas en la region occidental de Cuba. Métodos. Se estandarizaron 2 ensa-

yos de nPCR para la deteccion de B. caballiy T. equi. Se colectaron muestras de sangre de
caballos, y garrapatas. Se realizé identificacion por frotis sanguineo y deteccion e identifica-
cioén molecular de B. caballi, T. equi y Rickettsia sp. Resultados. Se observaron formaciones
intraeritrociticas compatibles con B. caballi y T. equi. El nPCR mostré que el 25 % de las




muestras fueron positivas para B. caballi, 73 % para T. equi y 20 % mostraron coinfeccion.
Los resultados se confirmaron con la secuenciacion parcial de los genes bc 48 (B. caballi)
y ema-1 (T. equi). La secuenciacién del gen ARNr 18S de T. equi demostro la presencia de
al menos 2 genotipos de aislados de T. equi en Cuba. El ensayo de PCR en tiempo real
y la secuenciacion revelaron la presencia de Rickettsia amblyommatis en A. mixtum vy
Rickettsia felis en D. nitens. Como conclusiones estos resultados constituyen la primera
evidencia molecular de B. caballiy T. equi en equinos y el primer reporte de Rickettsia felis
en D. nitens en Cuba, lo que amplia el conocimiento sobre la distribucion de patdégenos y
el espectro de vectores potenciales contribuyendo al fortalecimiento de los programas de
manejo y control.

Molecular detection and identification of tick-borne pa-
thogens in Equus caballus and ticks from western Cuba

ABSTRACT

Introduction. Babesia caballi, Theileria equi and several species of rickettsias are agents
of vector-borne diseases that affect equines. The objective of this study was to detect
infections by B. caballi and T. equi in horses and to identify rickettsias in horses and ticks
in the western region of Cuba. Methods. Two nPCR assays were developed and standar-
dized for the detection of B. caballi and T. equi. Blood samples from horses and ticks were
collected. Identification by blood smear and molecular detection and identification of B.
caballi, T. equi and Rickettsia spp. were carried out. Results. Intraerythrocytic formations
compatible with B. caballi and T. equi were observed. The nPCR showed that 25 % of the
samples were positive for B. caballi, 73 % for T. equi and 20 % showed coinfection. The re-
sults were confirmed with the partial sequencing of the genes bc48 (B. caballi) and ema-1
(T. equi). The sequencing of the 18S rRNA gene of T. equi demonstrated the presence of at
least two genotypes of T. equi isolates in Cuba. The real time gPCR assay and sequencing
revealed the presence of Rickettsia amblyommatis in A. mixtum and Rickettsia felis in
D. nitens. Conclusions: These results constitute the first piece of molecular evidence of
B. caballi and T. equi in horses and the first report of Rickettsia felis in D. nitens in Cuba,
which broadens the knowledge about the distribution of pathogens and the spectrum of
potential vectors contributing to the strengthening of management and control programs.
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INTRODUCCION

La piroplasmosis equina se considera la enfermedad
transmitida por vectores mas importante que afecta a los
equinos en regiones con clima tropical, subtropical y templa-
do. es una infeccién intraeritrocitica, aguda, subaguda o cro-
nica, causada por los hematozoos Babesia caballi y Theileria
equi. que se transmiten por garrapatas de los géneros Ambl-
yomma, Dermacentor, Rhipicephalus e Hyalomma. @ En Cuba
estudios previos basados en el andlisis de frotis sanguineos
y ensayos seroldgicos, describen la presencia de estos piro-
plasmas en rebafios equinos. @

Hasta la fecha se han desarrollado diversos ensayos, ba-
sados en la técnica del nPCR, para la deteccion de B. caballi
y T equi caracterizados por presentar elevada sensibilidad y
especificidad analitica, permitiendo la deteccion de estos he-
moparasitos en equinos con bajos niveles de parasitemia y
vectores portadores. (456)

Los miembros del género Rickettsia son bacterias gram
negativas intracelulares obligadas que requieren células eu-
cariotas para replicarse. Se transmiten por artrépodos hema-
téfagos a humanos y animales. En muchas partes del mundo,
las rickettsiosis transmitidas por garrapatas representan en-
fermedades emergentes o reemergentes. En Cuba se reporta-
ron 2 especies, Rickettsia amblyommatis y Rickettsia felis, en
garrapatas (Amblyomma mixtum) y en muestras de sangre de
perros, respectivamente. -8

Aunque los caballos en Cuba estan expuestos con fre-
cuencia a las garrapatas (A. mixtum y Dermacentor nitens), )
no se han realizado estudios de vigilancia para determinar la
prevalencia de Rickettsia en los mismos o examinar sus posi-
bles funciones como reservorios para patdégenos zoonoticos
y como centinelas para la salud publica. El objetivo del pre-
sente estudio fue detectar infecciones por B. caballi y T. equi
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en caballos e identificar rickettsias en caballos y garrapatas
en la region occidental de Cuba.

METODOS

Alteraciones hematoldgicas en caballos infectados
con B. caballiy T. equi. ®

Se analizaron 58 muestras de sangre de caballos clinica-
mente sanos (17 de La Habanay 41 de Mayabeque), a las que
se les realizo el diagndstico de B. caballiy T. equi a partir de
frotis sanguineo, y el examen hematoldgico de la serie roja
y de la serie blanca. La identificacién de cada hemoparasito
se realizé basada en pardmetros morfoldgicos y biométricos
descritos en la literatura, tales como la forma, la localizacion
y el tamafio. (19

Los animales se inspeccionaron de forma individual; se
les realizd examen fisico y se determind la presencia de garra-
patas. Las garrapatas colectadas se conservaron en etanol al
70 % y para la identificacion taxondémica se empled la clave
publicada por Barros-Battesti et al. (7

Se determind el valor medio, maximo y minimo de los va-
lores obtenidos del hematocrito, la hemoglobina, los eritroci-
tos totales, el volumen corpuscular medio, la concentracion
de hemoglobina corpuscular media y los leucocitos totales de
los animales en estudio. Se utilizaron tablas de contingencia
2 x 2 para detectar la asociacion entre las variables sexo, edad,
presencia de garrapatas, contacto con bovinos y hematocrito
< 0,32 L/L, con la presencia de B. caballiy T. equi. Para identi-
ficar diferencias con respecto a los valores de hematocrito en
animales positivos y negativos a B. caballiy T. equi, se realizd
la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. El andlisis de
los datos se realizd con el empleo de los programas Epidat
3,1 (2 e InfoStat, 1® con 95 % de intervalo de confianza (IC).
Las diferencias se consideraron significativas para p < 0,05.

Desarrollo, estandarizacion y evaluacion de ensayos
de nPCR para la deteccion de B. caballi y T. equi

Para el diagndstico de B. caballiy T. equi se emplearon los
cebadores descritos por Battsetseg et al., © que amplifican 2
fragmentos de ADN dentro de los genes bc48 y ema-1, res-
pectivamente.

En todos los ensayos de nPCR, para ambas etapas (PCR,
y PCR,), las reacciones de amplificacion se realizaron en un
volumen final de 25 pl, conteniendo 1X GoTag® Green Master
Mix (Promega, Madison, EE. UU.) y 0,8 uM de cada cebador;
en el PCR1 se utilizaron 2 pl de ADN y en el PCR2 1 pl de pro-
ducto del PCR1. Las reacciones se desarrollaron en un termo-
ciclador Eppendorf Mastercycler gradient 96 (Eppendorf AG,
Hamburgo, Alemania).

Los resultados del nPCR se aplicaron en geles de aga-
rosa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EE. UU.) al 2 % en tampodn
TBE 0,5 Xy se tifieron con bromuro de etidio (0,5 pg/mL). Los
resultados se visualizaron en un transiluminador de luz ultra-
violeta macro vue (Pharmacia Biotech Inc,, EE. UU.). En todos
los casos se utilizé un marcador de peso molecular de 100 pb
(Promega, Madison, EE. UU.).

Se optimizaron los principales parametros criticos en am-
bas etapas de los ensayos (PCR1y PCR2), realizando el PCR2
a partir del producto del PCR1. Cada experimento se realizd
por duplicado. Se determinaron la temperatura 6ptima de ali-
neamiento de los cebadores, la concentracion optima de ce-
badores, la especificidad analitica y la sensibilidad analitica.

Deteccion molecular de B. caballi y T. equi mediante
nPCR (4

El método de muestreo aplicado fue aleatorio simple. La
poblacién objeto de estudio esta ubicada en 6 municipios del
occidente de Cuba, correspondientes a las provincias: Maya-
beque (San José de las Lajas, Jaruco y Madruga), Artemisa
(Artemisa), La Habana (Boyeros) y Matanzas (Unién de Re-
yes).

Se tomaron muestras de sangre a 100 caballos, mediante
puncion de la vena yugular utilizando agujas hipodérmicas ca-
libre 25 mm x 0,8 mm (21G) y tubos para extraccion de sangre
por sistema de vacio de 4 mL (BD Vacutainer®), con 7,2 mg
de K, EDTA como anticoagulante. En el momento de la toma
de muestra ningun animal presentaba manifestaciones clini-
cas de sindrome hemoalitico.

La extraccion de ADN de las muestras se realizé con el
estuche comercial DNeasy Blood and Tissue DNA Purification
Kit (QIAGEN®, EE. UU.), segun la metodologia descrita por el
fabricante. La calidad y concentracion del ADN se determind
en el equipo Colibri Microvolume Nanodrop Spectrophotome-
ter (Titertek-Berthold, Alemania).

Para el diagnostico de B. caballiy T. equi se emplearon las
etapas de cada ensayo de nPCR estandarizado en el presente
estudio. La visualizacién de los productos de PCR se realizd
segun la metodologia descrita con anterioridad.

Para confirmar los resultados obtenidos en los ensayos
de nPCR, se secuenciaron 3 amplimeros del gen bc48 (B. ca-
balli) y 3 del gen ema-T (T. equi). Ademas, se seleccionaron 3
muestras positivas a T. equi para amplificar el gen ARNr 18S
(~ 1800 pb), con los cebadores publicados por Liu et al..
Los productos de PCR se purificaron utilizando el estuche
comercial QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN®, USA), y
se secuenciaron por el método Sanger empleando el estuche
comercial ABI Prism BigDye™ Terminator Cycle Sequencing kit
(Applied Biosystems®, EE. UU.), en un secuenciador automa-
tico ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems®, EE. UU.).
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Las secuencias obtenidas se ensamblaron, editaron y
analizaron utilizando el programa Molecular Evolutionary
Genetics Analysis 7 (MEGA7). (9 El algoritmo BLASTn () se
empled para evaluar los porcientos de identidad de las se-
cuencias consenso generadas con secuencias nucleotidicas
representativas de los genes bc48, ema-1y ARNr 18S, disponi-
bles en la base de datos GenBank. Las secuencias obtenidas
en este estudio se depositaron en la base de datos GenBank:
B. caballi bc48 (KY111763, KY111764 y KY111765), T. equi
ema-1 (KY111766) y T. equi ARNr 18S (KY111760, KY111761
y KY111762).

Las secuencias analizadas se alinearon con secuencias
de aislados tipo, empleando el algoritmo ClustalW. ® El mé-
todo de maxima verosimilitud (ML) se selecciond para cons-
truir el arbol filogenético con la mejor topologia posible, y las
matrices de distancia para las secuencias alineadas se cal-
cularon por el modelo paramétrico “Kimura-2-pardametros”. (19
La representacion grafica y edicién del arbol filogenético se
realizd con el programa MEGA7.

Deteccion e identificacion molecular de rickettsias
en caballos y garrapatas recolectadas de caballos en
el occidente de Cuba 9

Se recolectaron muestras de sangre de la vena yugular
de 164 caballos clinicamente sanos de 6 areas rurales: Agua-
cate, El Pert, Tapaste, San Antonio de las Vegas, Santa Bar-
bara, Zaragoza y 34 muestras de un drea urbana: San José
de las Lajas, para un total de 200 caballos (126 hembras 'y 74
machos), con edades comprendidas entre los 5 meses y los
18 afios por su denticion y la informacién proporcionada por
los propietarios. Se colectaron 209 garrapatas parcialmente
ingurgitadas de 11 caballos de San José de las Lajas y 68 de
caballos de las areas rurales. Las garrapatas se identificaron
morfolégicamente utilizando la clave taxondmica de Nava
et al. @V La identidad de especie de A. mixtum se confirmd
mediante secuenciacion de los genes mitocondriales ARNr
12Sy ARNr 16S.

Se extrajo ADN de cada muestra de sangre de caballo y
de las garrapatas utilizando el estuche comercial Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega, Madison, WI, EE. UU.).
Para detectar la presencia de Rickettsia se utilizé un ensayo
de PCR en tiempo real TagMan® dirigido al gen del antigeno
rickettsial de 17 kDa (htrA). ®? Las muestras con un Ct inferior
a 40 se consideraron positivas para Rickettsia.

La identificacion de especie de Rickettsia se realizd me-
diante la secuenciaciéon de amplicones producidos a partir de
un PCR anidado (nPCR) dirigido a 394 pb del gen del antigeno
rickettsial de 17 kDa. @ Se realizé nPCR a todas las muestras
de garrapatas positivas por RT-gPCR. Se purificaron 8 ampli-

cones, 5de A. mixtum (3 hembrasy 2 machos) y 3 de D. nitens
(3 hembras), y se sometieron a secuenciacion automatizada
de ADN, con los cebadores utilizados para la amplificacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

El valor medio de todos los parametros hematolégicos
evaluados estuvo en el rango de referencia descrito para la
especie equina. Se observaron formaciones intraeritrociticas
compatibles con B. caballiy T. equi en 3/58 (52 %) y 8/58
(13,8 %) animales, respectivamente; de estos, 6/11 (10,3 %)
tenian valores de hematocrito <0,32 L/L. El analisis estadis-
tico mostré diferencias significativas al evaluar la relacién
entre los valores de hematocrito y las muestras positivas a
T equi. Por otra parte, la presencia de estas infecciones esta
distribuida similarmente entre animales de uno y otro sexo, en
los 2 grupos etarios estudiados y no estuvo favorecida por la
presencia de garrapatas, ni por el contacto con bovinos. Sin
embargo, los animales infectados con T. equi mostraron aso-
ciacion con la presencia de anemia, a diferencia de los anima-
les infectados con B. caballi.

A partir de estos resultados se puede concluir que, en la
region en estudio, las infecciones con B. caballiy T. equi estan
presentes en caballos sin signos clinicos de piroplasmosis
equina, los cuales pueden actuar como una fuente potencial
de infeccidn de estos hemoparasitos a los rebafios equinos
susceptibles.

Con la verificaciéon del desempefio de los ensayos de
nPCR se comprobd que estas técnicas son factibles de rea-
lizar en nuestras condiciones de laboratorio, visualizandose
bandas correspondientes a las tallas esperadas en las etapas
de PCR,y PCR,, similares a lo descrito por Battsetseg et al. ©.
Otros autores, como Kang et al. @Yy Braga et al. > obtuvieron
resultados similares cuando desarrollaron estos ensayos.

Se selecciond 56 °C como la temperatura de alineamien-
to optima para todas las etapas, considerando la intensidad
de las bandas amplificadas y la ausencia de amplificaciones
inespecificas. A partir de los resultados obtenidos se
seleccionaron, para la primera etapa de los ensayos de nPCR
correspondientes a B. caballiy T. equi, las concentraciones de
0,4 UMy 0,2 uM, respectivamente; para la segunda etapa se
selecciond la concentracion de 0,2 uM de cada cebador para
ambos ensayos de nPCR.

Las condiciones finales para los tiempos y temperaturas
de amplificacién se organizaron de la forma siguiente: B. ca-
balliy T equi: un ciclo a 96 °C/4 min, seguido por 40 ciclos de
94°C/1 min, 56 °C/2 min, 72 °C/2 min y una extension final
de 72 °C/5 min, las condiciones de amplificacion para la PCR,
son similares a las ya descritas, pero durante 30 ciclos. Al
evaluar la especificidad analitica, cada ensayo demostro ser
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especifico para el hemoparasito analizado, coincidiendo con
los resultados de Battsetseg et al.. ©

Los ensayos de nPCR estandarizados demostraron la de-
teccion sensible y especifica de estos hemoparasitos, por lo
gue constituyen una poderosa herramienta diagndstica que
puede utilizarse en los programas de manejo y control de es-
tas hemoparasitosis.

Como resultado del diagndstico molecular de B. caballi y
T equi con el empleo de 2 ensayos de nPCR, en muestras de
sangre de 100 animales, 78 (78 %; 95 % Cl; 68,5 %-85,7 %) re-
sultaron positivos a la presencia de al menos 1 de los hemato-
zoos en estudio; de estos 5 (5 %; 95 % Cl; 2,2 %-11,2 %) estaban
infectados solo con B. caballi, 53 (53 %; 95 % Cl; 43,3 %-62,5 %)
con T. equiy 20 (20 %; 95 % CI; 13,4 % -28,9 %) presentaron
coinfeccion. Es de destacar que en el momento de la toma de
muestra ningun animal presentaba manifestaciones clinicas
de sindrome hemolitico; esto hace suponer que estos anima-
les son portadores asintomaticos de B. caballi y T. equi, que
pueden actuar como reservorio para la infeccion de garrapa-
tas vectores que participan en la transmision natural de estos
hemoparasitos.

La distribucion de muestras positivas, aun cuando no se
trata de un estudio epidemiolégico, permite suponer que las
infecciones por T. equi pudieran estar distribuidas en diferen-
tes rebafios de la region en estudio, si se tiene en cuenta el
numero de animales que resultaron positivos por nPCR. Re-
sultados similares son descritos en estudios realizados en
Brasil, Espafia, Portugal, Italia, Irdn, Mongolia y la India, donde
la mayoria de los rebafios equinos en estos paises son porta-
dores de B. caballiy T. equi. ?%%7.29

La identificacion de B. caballiy T. equi se confirmd con
la secuenciacion de fragmentos de los genes bc48 y ema-1,
respectivamente, de 3 muestras positivas de cada hemopa-
rasito, seleccionadas al azar, lo que evidencié que todas las
secuencias obtenidas para B. caballi se corresponden con el
gen bc48, las cuales mostraron de 96 % a 100 % de identidad
con secuencias publicadas de Brasil, Estados Unidos, Egipto,
Filipinas y Mongolia. En el caso de T. equi también se confir-
Mo que todas las secuencias obtenidas corresponden con el
gen ema-1,y mostraron de 99 % a 100 % de identidad con se-
cuencias de Africa del Sur, Brasil, Estados Unidos, Israel, India,
Japoény Tailandia.

Las secuencias del gen ARNr 18S de T. equi mostraron de
96 % a 100 % de identidad con secuencias de T. equi previa-
mente depositadas en el GenBank. El analisis filogenético las
agrup¢ dentro de los clados correspondientes a los genotipos
A'y C, descritos para este agente. @ La secuencia ubicada
en el clado A muestra 99 % de identidad con secuencias de
Africa del Sur, Brasil, Estados Unidos y la India; mientras que

las 2 secuencias ubicadas en el clado C muestran 99 % de
identidad con secuencias de Africa del Sur, Brasil y México.

En el presente estudio se identificaron al menos 2 geno-
tipos de T. equi (A y C), en los rebafios equinos de la region
occidental de Cuba, lo que demuestra la diversidad genética
en los aislados existentes, aspecto conocido incluso dentro
de rebafios de una misma region geografica. Estos resultados
se informaron previamente en Africa del Sur, Estados Unidos,
Jordania, Sudan, Mongolia y Turquia. 639

Estos resultados constituyen la primera evidencia mole-
cular de B. caballi y T. equi infectando caballos en Cuba y su
confirmacién mediante el andlisis de los genes secuenciados.
Los animales positivos constituyen un reservorio para la in-
feccidn a otros equinos susceptibles y a las garrapatas vec-
tores, lo que se debe tener en cuenta para la estrategia de los
programas de manejo y control de estos hemoparasitos en
el pais.

En los estudios de identificacion de rickettsias, las garra-
patas recolectadas comprendieron 14 A. mixtum (4 hembras
y 10 machos) y 195 Dermacentor nitens (58 hembras, 53 ma-
chos y 84 ninfas). Las ninfas de D. nitens se agruparon en 19
grupos de 2-5 garrapatas recolectadas del mismo hospeda-
dor.

Se detectd ADN rickettsial en 29 (20 %) de las 144 mues-
tras de garrapatas; 3 hembras y 6 machos de A. mixtum, 12
hembras y 6 machos de D. nitens, y 2 muestras agrupadas de
ninfas de D. nitens. La prevalencia de Rickettsia en adultos de
A. mixtum (64 %) fue significativamente mayor (P <0,001) que
en adultos de D. nitens (16 %). Los 9 adultos de A. mixtum que
fueron PCR positivos para Rickettsia se recolectaron de 9 ca-
ballos diferentes, y los 18 adultos y 2 grupos de ninfas de D. ni-
tens que fueron PCR positivos se recolectaron de 16 caballos.
Cinco caballos estaban parasitados por ambas especies de
garrapatas. De estos, 3 tenian adultos de A. mixtum, los otros
2 tenian A. mixtum y D. nitens que eran todas PCR positivos
para Rickettsia. Todos los caballos parasitados por garrapa-
tas que dieron positivo en la PCR para Rickettsia procedian de
areas rurales de la provincia de Mayabeque, mientras que las
garrapatas recolectadas en el area urbana fueron todas PCR
negativas.

Las secuencias de nucledtidos obtenidas para el gen de
17 kDa de las rickettsias de las 5 A. mixtum (nUmeros de acce-
so al GenBank MN885528-MN885532) eran idénticas entre si.
Los resultados del analisis BLASTn revelaron que estas 5 se-
cuencias eran 100 % idénticas a las secuencias del gen de 17
kDa de R. amblyommatis de Amblyomma spp. en México, Ar-
gentina y Brasil, y de caballos en Brasil. También fueron 99 %
similares a las secuencias de ADN de una cepa de referencia
(GAT-30V) de R. amblyommatis, y otros aislados de esta bac-
teria de Amblyomma spp. en Argentina y Estados Unidos.
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La deteccion de R. amblyommatis en adultos de A. mixtum
de la provincia de Mayabeque en el presente estudio es con-
sistente con los hallazgos de Noda et al. ) quienes reportaron
una alta prevalencia de esta bacteria en A. mixtum parasitan-
do caballos y perros en la provincia de Artemisa. Reciente-
mente, se detectd R. amblyommatis en una ninfa de A. mixtum
extraida de un turista aleman que regreso a su pais de una
visita a la provincia de Mayabeque. " Aunque no estd claro si
R. amblyommatis es un patégeno humano, los sueros de 3 a
6 pacientes sospechosos de contraer fiebre maculosa de las
Montafias Rocosas (RMSF) en Carolina del Norte (EE. UU.),
durante 2005 tuvieron seroconversion con un aumento de 4
veces 0 mas en los titulos de IgG a R. amblyommatis, y no a R.
rickettsia, ¢ el agente causante de RMSF. En 2006, una mujer
de Carolina del Norte desarrolld una erupcion localizada en el
lugar donde habia sido picada por una garrapata Amblyomma
americanum infectada con “Ca. R. Amblyommii”, % por lo que
R. amblyommatis puede representar un riesgo potencial para
la salud humana.

Las secuencias de nucledtidos (394 pb) obtenidas para el
gen de 17 kDa de las rickettsias de los 3 adultos de D. nitens
(nimeros de acceso MN885533-MN885535) fueron 100 %
idénticas a las secuencias del gen de 17 kDa de una cepa de
referencia (URRWXCal2/California 2) de Rickettsia felis y otros
aislados de R. felis de Brasil, EE. UU., México y China.

La presencia de R. felis en ninfas y adultos de D. nitens
sugiere que los caballos pueden ser potenciales reservorios
vertebrados de esta bacteria en Cuba. Sin embargo, a dife-
rencia de las muestras de garrapatas, todas las muestras de
sangre tomadas de los 200 caballos fueron PCR-negativas
para Rickettsia. Esto no excluye la posibilidad de infeccién por
rickettsias en estos caballos porque la deteccidon molecular
en la sangre tiene una sensibilidad relativamente baja, una vez
que las bacterias comienzan a infectar las células endotelia-
les ®% que ocurre después de los primeros dias o semanas de
una infeccion. 9

Los caballos pueden ser un reservorio potencial para R.
felis si otras especies de garrapatas, como Rhipicephalus san-
guineus, que son garrapatas de 3 hospedadores que parasitan
a perros y humanos, @9 y ocasionalmente caballos, ¢ puede
transmitir la bacteria a los caballos que parasitan. Aungue no
se han reportado casos humanos de rickettsiosis en Cuba,
se necesitan estudios adicionales para investigar la amenaza
potencial de infeccidn por R. felis en humanos y otros verte-
brados en Cuba.

Estos resultados representan el primer reporte de R. felis
en D. nitens en Cuba y amplian el conocimiento sobre el es-
pectro de vectores potenciales y la distribucion de patdégenos
gue pueden transmitir en el occidente de Cuba.

Conclusiones

Se dispone de ensayos de nPCR para la deteccion sensi-
ble y especifica de Babesia caballi'y Theileria equi, que pueden
contribuir al fortalecimiento de los programas de manejo y
control de estas hemoparasitosis. Por primera vez en Cuba
se realiza la deteccion e identificacion molecular de B. caballi
y T. equi en caballos. El anélisis filogenético de las secuencias
completas del gen ARNr 18S de T. equi demostro la presencia
de al menos 2 genotipos diferentes de este hemoparasito en
caballos de la region occidental, lo que confirma su diversi-
dad genética, dentro de rebafios equinos de una misma re-
gion geografica. Por primera vez se reporta Rickettsia felis en
garrapatas Dermacentor. nitens en Cuba. Con los resultados
obtenidos se amplia el conocimiento sobre el espectro de
vectores potenciales y la distribucion de patdgenos que pue-
den transmitir, en el occidente cubano.
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