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RESUMEN

Contextualizacion: la piroplasmosis equina
es una enfermedad transmitida por garrapa-
tas, causada por protozoarios de la especie
Babesia caballi y Theileria equi. Los animales
afectados presentan diferentes signos cli-
nicos que incluyen anemia, fiebre, ictericia
y depresidon. Los equinos infectados con T.
equi pueden ser portadores de manera vita-
licia del parasito, mientras que aquellos que
contraen B. caballi pueden diseminarlo por
algunos afos hasta finalmente quedar libres
de la infeccion.

Vacio de investigacion: en Colombia existen
pocos estudios sobre el aislamiento e identifi-
caciéon de hemoparasitos en equinos mediante
técnicas moleculares como reaccién en cadena
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de la polimerasa. Dentro de estos parasitos se
encuentran Babesia caballi y Theileria equi,
agentes causantes de la Piroplasmosis una en-
fermedad de declaracién obligatoria por la Or-
ganizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE).

Proposito del estudio: el objetivo de este
estudio fue identificar la Piroplasmosis equina
mediante PCR en un criadero localizado en el
municipio de Jamundi (Valle del Cauca).

Metodologia: de un total de 20 ejemplares,
divididos en dos grupos, (animales estabula-
dos y animales en potrero), se colecté san-
gre periférica para realizar frotis tefiidos con
Wright. Ademas, se enviaron otras muestras al
laboratorio para diagndstico molecular.
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Resultados y conclusiones: todas las mues-
tras con Wright fueron negativas a hemopara-
sitos, sin embargo, por PCR convencional fue
posible identificar piroplasmosis. La PCR fue
un método sensible y confiable para diagnosti-
car la enfermedad en un individuo asintomati-
co. Mas estudios deben ser realizados en esta
region sobre Babesia sp., para identificar sus
posibles factores predisponentes y causales,
asi como para mejorar las medidas de preven-
cion, control y tratamiento.

Palabras clave: Babesia sp.; caballo; diag-
nostico; garrapatas; protozoo.

ABSTRACT

Contextualization: Equine piroplasmosis is
a tick-borne disease, caused by protozoa Ba-
besia caballi and Theileria equi. The animals
affected have different clinical signs that in-
clude anemia, fever, icterus and depression.
Infected equids with T. equi can carry the he-
moparasite for life, while the infected animals
with B. caballi can disseminate for a few years
until finally get rid of the infection.

Knowledge gap: In Colombia there are few
studies on the isolation and identification of
hemoparasites in equines using molecular te-
chniques such as PCR. Among these parasites

are Babesia caballi and Theileria equi, causati-
ve agents of Piroplasmosis a disease notifiable
by the World Organisation for Animal Health.

Purpose: The aim of this study was to identify
equine piroplasmosis using polymerase chain
reaction in a farm located in Jamundi (Valle
del Cauca).

Methodology: In a total of 20 animals, divi-
ded in two groups, (animals in stable and ani-
mals in grassland) was collected peripheral
blood to perform smear stained with Wright.
Also, other samples were sent to the labora-
tory for molecular diagnosis.

Results and conclusions: All samples with
Wright were negative for hemoparasites,
however, by PCR it was possible to identify pi-
roplasmosis. Conventional PCR was a sensitive
and reliable method to diagnose the disease
in an asymptomatic individual. More studies
should be carried out in this region on Babesia
sp. to identify possible predisposing and cau-
sal factors, as well as to improve the measures
for its prevention, control and treatment.

horse;

Keywords: Babesia sp; diagnosis;

ticks; protozoon.

Resumen grafico
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1. INTRODUCCION

La piroplasmosis equina (PE) es una enferme-
dad producida por protozoarios de la especie
Babesia caballi y Theileria equi, transmitida
principalmente por garrapatas de los géneros
Hyalomma sp., Rhipicephalus sp. y Dermacen-
tor sp. Otras formas de infeccion reportadas
son las agujas contaminadas o transfusiones
sanguineas (Gray, Estrada-Pefia y Zintl, 2019;
Onyiche et al., 2019).

Existen cuatro formas de presentacion de esta
enfermedad: hiperaguda, aguda, subaguda y
cronica. La de mayor frecuencia es la PE agu-
da, en la cual, los animales presentan fiebre,
inapetencia, disnea, taquipnea, malestar y
congestién en las mucosas. En los casos cro-
nicos, los signos clinicos incluyen inapetencia
leve, baja tolerancia al ejercicio, fiebre tran-
sitoria y pérdida de peso (OIE, 2018; Onyiche
et al., 2019). La PE causa pérdidas econémicas
importantes en la industria equina, debido a los
costos en su control y tratamiento, abortos en
yeguas infectadas o la muerte de animales que
presentan cuadros hiperagudos o agudos. Ade-
mas, las yeguas infectadas (incluidas las por-
tadoras), pueden transmitir T. equi a sus crias,
las cuales, a su vez, pueden nacer con anemia
o ser portadores sanos (Georges et al., 2011).

La enfermedad ha sido reportada en Asia,
Africa, América central, América del sur, en el
sur de Europa y Estados Unidos (OIE, 2018).
En Colombia algunos autores han informado
la presencia de Babesia sp. en tres departa-
mentos (Cordoba, Sucre y Antioquia), pero
la situacion epidemioldgica en el pais de PE
sigue siendo desconocida, debido a la ausen-
cia de estudios que identifiquen los vectores
incriminados en la transmisién (Benavides y
Rodriguez, 2009; Calderdn, Cardona y Verga-
ra, 2013; Agudelo-Ruiz et al., 2017; Strauch
et al., 2018).
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Segun la OIE (2018) existen diferentes técni-
cas para diagnosticar B. caballi y T. equi, cada
una con un propésito; por ejemplo, demostrar
la ausencia de la infeccién en una poblacion,
confirmar casos clinicos o contribuir a las po-
liticas de erradicacion. Entre las técnicas utili-
zadas para la deteccién de PE se encuentran la
tincion tipo Romanovsky en frotis sanguineo,
inmunofluoresencia indirecta (IFA), enzimoin-
munoanalisis de competicion (C-ELISA), y PCR
dirigida al gen de la subunidad 18S de ARNTr.

El objetivo de este estudio fue identificar PE
en un criadero de caballos de raza paso
fino colombiano en el municipio de Jamundi,
mediante la utilizacion de coloracion con
Wright en frotis sanguineo y PCR convencional.

2. MATERIALES Y METODOS

Este estudio se realiz6 en un criadero equi-
no ubicado en las coordenadas 3°15'39”N
76°32'22'0 del municipio de Jamundi, Valle del
Cauca, a una altura de 869 m.s.n.m. Las con-
diciones climaticas durante el desarrollo del
experimento fueron: temperatura promedio
de 24 °C, humedad relativa del 90% y precipi-
tacion media mensual de 90 mm.

Se seleccionaron 20 equinos de forma aleato-
ria, de una poblacidn total de 50 animales que
se encontraban en el criadero. Los ejemplares
escogidos se dividieron en dos grupos: 10 alo-
jados en pesebreras (Grupo 1); y 10 se encon-
traban en potrero (Grupo 2). La alimentacion
de los animales estabulados era con racion,
y los de potrero recibian racion y consumian
pasto estrella (Cynodon plectotachyus). Cabe
mencionar que todos los animales en el area
de estudio contaban con el plan vacunal exigi-
do en el pais.
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Luego de la identificacidn de los animales, se
realizé un examen fisico, evaluando su condi-
cion corporal segun la escala de Henneke et
al., (1983) y constantes fisioldgicas. Las mues-
tras de los animales seleccionados se tomaron
en horas de la manana. La sangre extraida de
la vena transversa facial se utilizd para frotis
en portaobjetos tefiidos con Wright, siguiendo
el protocolo de Calderdén, Cardona y Vergara
(2013). Los portaobjetos se analizaron en el
Laboratorio de Ciencias Basicas de la Universi-
dad Antonio Narifio, Popayan. Por su parte, las
muestras colectadas de la vena yugular fueron
enviadas en una caja térmica a 4 °C al labo-
ratorio de Biologia Molecular de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad de Antio-
quia, Medellin.

En el Laboratorio se hizo el aislamiento del

ADN de la sangre colectada, usando un kit
para sangre (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA),
siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Para la técnica de PCR convencional, la mezcla
de reaccion se efectud en un volumen final de
50 pL, con solucion tampdn de amplificacion
(10 mM Tris HCI (pH 8,0), 50 mM KCl y 1,5 mM
MgCl,), ademas de 3 pyL de ADN molde, 2 mM
de dNTPs, 2,5 pmol de cada primer universal
(Tabla 1) y 2,5 U de AmpliTag Gold (Applied
Biosystems, Tokio, Japon). En el termociclador
se repitieron 40 ciclos con los siguientes pa-
sos: desnaturalizacién durante 1 minuto a 96
°C; anillamiento durante 1 minuto a 60,5°C;
extension durante 1 minuto a 72°C; y exten-
sion final durante 10 minutos a 72°C. La visua-
lizacion de los productos de PCR se realizd por
electroforesis en gel agarosa al 1,5% tefiidos
con bromuro de etidio (Figura 1).

Tabla 1. Primers universales utilizados en PCR para el diagndstico de Piroplasmosis Equina.

Nombre de parasito Primers Secuencia Numero de pares de bases
Theileria equi Bec-UF1-F 5'-GTTGATCCTGCCAGTAGTCA-3’ 913 bp

Bec-UR-R 5'-CGGTATCTGATCGTCTTCGA-3’
Babesia caballi Bec-UF1-F 5-GTTGATCCTGCCAGTAGTCA-3’ 867 bp

Bec-UR-R 5'-CGGTATCTGATCGTCTTCGA-3’

Fuente: autores

Figura 1. Electroforesis de la PCR con controles para
Piroplasmosis equina. En este estudio se utilizaron
Primers universales para Theileria equi y Babesia
caballi, con productos de PCR de 913 bp y 867 bp,
respectivamente. Debido a la pequefia diferencia del
tamafio entre las bandas, no es posible distinguirlas
usando un gel de agarosa, por lo que se reporta el
resultado como positivo para piroplasmosis sin espe-
cificar el género causal. WM= Marcador, CP = Control

positivo, CN = Control negativo.

Fuente: autores
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Analisis Estadistico

Se utilizé un andlisis estadistico descriptivo
para caracterizar la poblacion muestreada; y
luego se determinaron porcentajes, medidas
de tendencia central y medidas de disper-
sidn en las variables cualitativas (sexo y pre-
sencia de garrapatas) y cuantitativas (edad
y condicion corporal). Las tablas y graficos
para la obtencion e interpretacion de los re-
sultados se elaboraron en una hoja de Micro-
soft Excel.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Gray, Estrada-Pefa y Zintl (2019), determina-
ron que la Babesia caballi y la Theileria equi,
son dos protozoos intra-eritrocitarios causan-
tes de la babesiosis y theileriosis equina. Para
Wise et al., (2014), estas dos enfermedades en
conjunto también son conocidas como Piro-
plasmosis equina y se pueden transmitir por
garrapatas o de forma iatrogénica. Ademas,
Rothschild y Knowles (2007), sefialan que
estos protozoarios son capaces de infectar
también a mulas, burros y cebras, caracteri-
zandose clinicamente por una anemia hemo-
litica aguda.

En este estudio se selecciond el 40% de la po-
blacién de un criadero para muestreo sangui-
neo con el fin de identificar PE. El promedio de
edad de los machos que se analizaron fue de
76 meses, mientras que el de las hembras fue
de 88 meses. En el examen clinico, todos los
animales presentaron constantes fisioldgicas
normales, buena condicion corporal y ausencia
de ectoparasitos.

La frecuencia de Babesia sp., fue del 0% (0/20),
con la tincion de Wrigth. Diferentes autores
reportan frecuencias bajas para esta enferme-
dad cuando se utiliza la tinciéon de Wrigth. Asi,
Calderon, Cardona y Vergara (2013) reportan
una prevalencia de 18,25%, De Vera et al,
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(2006) 13,1% vy Castellanos et al., (2010) 1,4
% para Babesia sp. Las tinciones sanguineas
permiten la identificacion del parasito median-
te el microscopio Optico, especialmente en la
fase aguda de la enfermedad; sin embargo, es
muy dificil su deteccién por frotis en anima-
les portadores crénicos o inaparentes (Krause,
2003; De Vera et al., 2006).

Por otro lado, durante la fase aguda de la in-
feccion, los parasitos en sangre pueden man-
tenerse en niveles bajos que se relacionan
como falsos negativos (Friedhoff y Soulé,
1996), especialmente para B. caballi, con pa-
rasitemias que pueden llegar al 0,1% (Wise et
al., 2013). Cabe destacar, que las pruebas san-
guineas presentan baja sensibilidad en com-
paracién con las pruebas moleculares como
la PCR (Rampersad et al., 2003; Alhassan et
al., 2005; Ibrahim et al., 2011; Malekifard et
al., 2014). En esta investigacién un animal
negativo a Babesia sp. en frotis sanguineo
tefiido con Wright, resultd positivo por PCR
convencional. Se trataba de una yegua de 59
meses de edad, estabulada y con condicion
corporal 8/10 (Tabla 2 y Tabla 3). Respecto a
la variable sexo, en un estudio realizado con
équidos (caballos, asnos y mulas) se reporto
que la frecuencia de infeccién en las hembras
fue de 55,5%, mientras que en los machos de
45,5%, para un total de 18 animales infecta-
dos (Agudelo-Ruiz et al., 2017).

De acuerdo con Bdse et al., (1995), la sensibi-
lidad del PCR es unas 100 veces superior a la
de las técnicas microscopicas, detectando el
ADN del parasito en una sangre con una para-
sitemia de 10-°, que se traduce en la deteccion
de un parasito por cada 1.000.000.000 eritro-
citos. Igualmente, los resultados con PCR son
confiables si la cantidad de ADN a detectar es
muy pequeia (1 picogramo, es decir, 1012 gra-
mos de ADN).
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Tabla 2. Categorizacidon de los animales segun las variables definidas para el estudio.

Namero Edad i . Constantes Presencia de Tin_cién PCR_
del caso (meses) S0 Gl LedlEE Fisiolégicas Garrapatas oLzl convencional
para PE para PE

1 70 H 8 E N No - -

2 68 H 9 E N No - -

3 59 H 8 E N No _ +
4 72 H 8 E N No _ _

5 83 M 9 E N No - -

6 91 H 9 E N No - -

7 47 M 9 E N No - -

8 53 H 8 E N No _ _

9 98 M 8 E N No - -
10 87 H 9 E N No - -
11 130 H 8 P N No - -
12 99 H 8 p N No ) i
13 85 H 7 p N No ) i
14 79 H 8 P N No - -
15 123 H 8 P N No ) )
16 110 H 8 P N No ) )
17 109 H 9 P N No . )
18 99 H 8 P N No - -
19 74 H 8 P N No - -
20 86 H 7 P N No . )

C.C= condicién corporal; M= Macho; H= Hembra; E= Estabulado; P=Potrero; N= Normales.

Fuente: autores

Tabla 3. Promedio y desviacion estandar de la edad y condicion corporal de los equinos evaluados.

Edad Cc.C % animal segliin sexo
Promedio Total 86,1 8,2
Promedio Macho 76 8,66 15
Promedio Hembra 87,88 8,11 85
Desviacién estandar Total 22,04 0,61
Desviacién estandar Macho 26,21 0,57
Desviacidn estandar Hembra 21,65 0,6

Fuente: autores
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En Colombia se han realizado pocos trabajos
sobre la presencia de PE (Calderdn, Cardona
y Vergara, 2013; Agudelo-Ruiz et al., 2017;
Strauch et al.,, 2018). Agudelo-Ruiz et al.,
(2017), observaron una frecuencia de infec-
cion de PE del 13% (18/135), identificando
por primera vez la circulacidn de T. equi en
el pais, en animales procedentes de Antioquia
y Cordoba. En este estudio, solo fue posible
identificar el género Babesia sp. mediante la
técnica PCR, debido a que no se utilizaron pri-
mers especificos para diferenciar las especies
que producen la PE. Por su parte, Calderdn,
Cardona y Vergara (2013) tomaron 126 mues-
tras para determinar la presencia de Babesia
sp., con coloracién de Wright, de las cuales, el
18,25% de las muestras resultaron positivas.
Dentro de ese porcentaje, observaron que
los animales estabulados eran los que mas se
encontraban infectados, en comparacién con
los semi-estabulados y de potrero, a pesar de
no encontrar garrapatas dentro de los grupos
analizados. Los resultados de ese trabajo se
asemejan con las caracteristicas encontra-
das en el animal positivo del presente estudio
(ver Tabla 2).

Garcia et al., (2013), determinaron que exis-
te mayor seroprevalencia de T. equi cuando
hay presencia de garrapatas en los animales
muestreados. Strauch et al., (2018) identifica-
ron que 28 de 980 caballos muestreados po-
seian garrapatas y, de estos, solamente cua-
tro fueron positivos para piroplasmosis. Segun
estos autores, deben existir otras formas de
transmision para la PE en Colombia y agregan
que existen factores de riesgo como la positi-
vidad a Anemia Infecciosa Equina y la presen-
cia de endoparasitos (Estréngilos u Oxiuros).

Por su parte, Mantran, Votion y Amory (2004),
indican que la presencia de esta enferme-
dad en climas célidos es baja; sin embargo,
se puede incrementar por el transporte de los
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equinos desde zonas donde hay registro de la
enfermedad (Sigg et al. 2010). En el area de
investigacion, se relaciona una poblacion alta
de équidos y una gran frecuencia de even-
tos deportivos con asistencia considerable
por parte de los criaderos que favorecerian la
transmision de PE.

En este estudio, se evidencié la presencia de
PE mediante la técnica de PCR convencional en
un criadero con 50 animales, esto significa que
existe riesgo de infeccion para otros animales.
Se sugiere seguir lo que ordena la autoridad
sanitaria colombiana (Instituto Colombiano
Agropecuario, ICA) y el cédigo sanitario para
animales terrestres de la Organizacién Mundial
de Sanidad Animal (capitulo 12.7) (OIE, 2019),
con el fin de prevenir la diseminacion de la en-
fermedad entre animales que se muevan de
una region a otra, o que participan en eventos
ecuestres y generan riesgo epidemioldgico.

La positividad del animal impide su exporta-
cion, su participacion en competencias o su
reproduccién. Aln son necesarios mas es-
tudios en Colombia que permitan compren-
der los factores de riesgo y causales de esta
enfermedad, igualmente generar trabajos a
nivel de diagndstico de métodos directos e
indirectos para establecer programas de pre-
vencion y control.

4. CONCLUSIONES

La técnica de PCR convencional proporciona
una metodologia valida para identificar in-
dividuos asintomaticos con PE, que resultan
negativos a pruebas directas como los frotis
sanguineos tenidos con Wright. Para determi-
nar el estatus sanitario de la poblacién equina
frente a la Piroplasmosis, la prueba indirecta
de PCR permite generar validaciones epide-
miologicas que pueden ayudar a fortalecer
programas de control y prevencién frente a
esta enfermedad.
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