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Resumen

La piroplasmosis equina es una enfermedad endémica en zonas tropicales producida por dos
especies diferentes de hemoparasitos Theileria equi y Babesia caballi que son transmitidos
principalmente por garrapatas a caballos, burros y mulas, y tiene consecuencias negativas a
nivel econémico para la industria equina debido a la reduccién del rendimiento, la mortalidad y
las restricciones comerciales en zonas consideradas endémicas. Los métodos rapidos de de-
teccion no suelen lograr con éxito un diagnéstico de la enfermedad en niveles bajos de parasi-
temia por lo que en este trabajo se aplicé una prueba de reaccion en cadena de la polimerasa
con los cebadores piro A y piro B para un diagnostico mas sensible. Se realiz6 la extraccion de
acido desoxirribonucleico de las muestras de sangre de los équidos y luego se amplifico el gen
ARN ribosomal 18S de los hemoparasitos con tamafios teéricos de 423y 396 pares de bases
para Theileria equi y Babesia caballi, respectivamente. Con los resultados positivos se calculd
la prevalencia de la piroplasmosis equina y los factores de riesgo a partir del analisis estadistico
de la chi-cuadrado. El estudié permitié determinar una prevalencia del 34,83% de la enferme-
dad del total de la poblacién muestreada, siendo la provincia de Manabi, la que present6 una
mayor incidencia comparada con la provincia de Imbabura. Los principales factores de riesgo
gue se logré establecer fueron la ubicacién del animal y la actividad que realizaba con un factor
de riesgo relativo de 1.68 en el caso de los équidos que se encuentran en la region costera y
2.17 para aquellos équidos que son utilizados para actividades de trabajo agricola.

Palabras clave: piroplasmosis equina, piro A, piro B, prevalencia, factores de riesgo.
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Abstract

Equine piroplasmosis is an endemic disease in tropical regions caused by two different species
of hemoparasites, Theileria equi and Babesia caballi, primarily transmitted by ticks to horses,
donkeys, and mules. This disease has negative economic repercussions for the equine industry
due to reduced performance, increased mortality, and commercial restrictions in areas consid-
ered endemic. Rapid detection methods often struggle to successfully diagnose the disease at
low parasitemia levels. Therefore, in this study, a polymerase chain reaction (PCR) test was
employed using piro A and piro B primers for a more sensitive diagnosis. DNA was extracted
from blood samples of equines, followed by the amplification of the 18S ribosomal RNA gene of
the hemoparasites, with theoretical sizes of 423 and 396 base pairs for Theileria equi and Babe-
sia caballi, respectively. Positive results were used to calculate the prevalence of equine piro-
plasmosis and identify risk factors through chi-square statistical analysis. The study revealed a
34.83% prevalence of the disease in the total sampled population, with the province of Manabi
showing a higher incidence compared to Imbabura. The primary risk factors established were
the animal's location and its activity. Specifically, equines located in coastal regions had a rela-
tive risk factor of 1.68, and those used for agricultural work had a relative risk factor of 2.17.

Keywords: equine piroplasmosis, piro A, piro B, prevalence, risk factors.
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Capitulo I: Introduccion

Formulacion del problema

La piroplasmosis equina (PE), es causada por Theileria equi (T.equi) o Babesia caballi
(B.caballi) que son trasmitidas por catorce especies de garrapatas Ixodida especialmente de los
géneros pertenecientes a Dermacentor , Rhipicephalus y Hyalomma, puede afectar a caballos,
burros, mulas y cebras. La distribucién y prevalencia de la enfermedad esté relacionada estre-
chamente con la distribucién de los vectores de transmision, que son endémicos de regiones
tropicales y subtropicales (Graham et al., 2022). Por lo que en pocos paises en el mundo no se
considera como una enfermedad endémica o autéctona, segun Rothschild (2013) solo el 10% a
nivel mundial de caballos se encuentran en regiones libres de EP. Estas regiones incluyen Es-
tados Unidos, Canada, Islandia, Reino Unido, Groenlandia, el norte de Europa, Irlanda, Singa-
pur, Japon, Nueva Zelanda y Australia, aunque los cambios climaticos en esta regiones han he-
cho que aumente la supervivencia de las garrapatas transmisoras de PE y por ende los équidos

sean mas propensos a sufrir de la misma (Rothschild, 2013).

La PE es endémica en Africa, Asia, Centroamérica y América del Sur y partes del sur de
Europa, con una prevalencia promedio que va desde el 20% al 90% en América Latina depen-
diendo del pais, donde la prevalencia de T. equi es mayor que la de B. caballi (Posada-Guz-
man et al., 2015). De acuerdo con Fidelis et al., (2019) existen grandes diferencias en la preva-
lencia alrededor de la region, en México, por ejemplo se encontré un una prevalencia de 68%
para T. equiy 55% de seroprevalencia para B. caballi y, en cambio en Chile se encontr6 una

seroprevalencia de 23% para T. equi y 8% para B. caballi.
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En regiones mas cercanas a Ecuador, como Brasil diferentes informes indican una pre-
valencia que va del 2.1 % al 90.7 % y del 0.86 % al 90.8 % de T. equi y B. caballi, respectiva-
mente. Y en paises fronterizos como Colombia, de acuerdo a los estudios de Tenter et al.,
(1988) realizado en 82 caballos pertenecientes a 13 granjas se determind una prevalencia de
94% para T. equi y 90% para B. caballi esto a través de una prueba de fijacion del comple-

mento.

En 2018 un estudio realizado por Vega Auz (2018) obtuvo como resultados una sero-
prevalencia de PE del 100%, siendo para T. equi del 94% y para B. caballi del 93.6%, y un
88,6% de casos simultaneos positivos, esto se determind mediante cELISA, durante este estu-
di6 se muestred a 334 équidos utilizados para labores en la extraccién de palma africana en el
canton Quinindé, provincia de Esmeraldas. También en el 2019 otro estudio determind la fre-
cuencia de PE y los vectores implicados en la transmision, pero esta vez en el canton de Cata-
mayo, provincia de Loja, las conclusiones del estudio evidenciaron que la prevalencia de la en-
fermedad en los caballos fue de 12.9%, en asnos el 6.3% y en mulas no se detect6 la enferme-

dad, esto mediante microscopia directa con tincion Giemsa (Lapo, 2019).

En el afio 2022 en el caton de Portoviejo se diagnosticaron 20 ejemplares equinos de
raza de paso colombiano positivos de un total de 66 equinos muestreados, determinaron una
prevalencia general de 30.3 % de EP en la provincia, esto a través de la técnica de frotis san-

guineo y tincion Giemsa (Pazmifio Cedefio, 2023).

T. equi y B. caballi, responsables de la PE, son parasitos con la capacidad de adherirse
a los glébulos rojos y destruirlos, lo que provoca fiebre, anemia, anorexia, pirexia, edema, he-
moglobinuria, pérdida de peso, ictericia, hemdlisis intravascular , acumulacién de liquido en el

abdomen, disminucion del rendimiento, aborto en yeguas e incluso la muerte de los animales
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infectados. Los casos pueden variar siendo algunos asintomaticos, peragudos, agudo, suba-
gudo y crénica de PE, segun Diaz-Sanchez et al., (2018), T. equi presenta una enfermedad cli-
nica mas grave que la de B. caballi, con tasas de letalidad documentadas varian de 10 a 50%

(Organizacion Mundial de Sanidad Animal, 2022).

Las pruebas diagnésticas mas utilizadas para el diagnéstico de PE son técnicas parasi-
tolégicas, seroldgicas y moleculares (Organizacion Mundial de Sanidad Animal, 2009). Las téc-
nicas parasitolégicas incluyen examen de frotis con tincién Giemsa o técnica de gota gruesa, la
utilidad del examen microscopico es limitada debido a su baja sensibilidad, cuando el animal

tiene una baja parasitemia (Malekifard et al., 2014).

Las técnicas seroldgicas incluyen Elisa indirecta, competitiva o prueba CFT, pero estas
pruebas requieren de mucho tiempo y no pueden diferenciar el estado de infeccion en el que se
encuentra el animal, por lo que no es posible utilizarlas para la deteccién de una infeccion ac-
tiva, por esa razon se utilizan técnicas moléculas que incluyen los ensayos de PCR que se han
demostrado que pueden ser sensibles, especificos y eficientes (Diaz-Sanchez et al., 2018), las
técnicas moleculares ademas permiten diferenciar entre T. equi y B. caballi, esto es importante
para proporcionar un tratamiento eficaz, especialmente en animales con infecciones mixtas por
lo que hasta en la actualidad se siguen realizando investigaciones para mejorar la deteccion

(Elsawy et al., 2021).

Justificacion del problema

Segun datos de INEC (2022), en Ecuador hasta el afio 2021 se registra un niumero de
192 mil cabezas de ganado caballar y 67 mil cabezas de ganado mular, siendo Manabi una de

las provincias que lidera el sector pecuario, con el 21.20 % del total nacional. Con un total de
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30 081 cabezas de ganado mular, 26 284 cabezas de ganado caballar y 6 846 cabezas de ga-

nado asnal.

La mayor parte del ganado se encuentra en las areas rurales donde el ganado équido
es utilizado para turismo, seguridad y trabajo especialmente para el transporte de material y
cultivos. De acuerdo al estudié de Vega Auz (2018), en el canton Quinindé, los pequefios y
medianos productores principalmente dependen del uso de caballos, mulas y burros para poder
llevar la palma africana desde los campos hasta sus hogares, normalmente en esta zonas la
salud y bienestar del ganado équido suele pasar desapercibido por lo que existe una necesidad
para mejorar la identificacién, manejo y prevencion de enfermedades que afectan negativa-
mente la salud del animal como la PE, que causa un reduccién del rendimiento y aumento en la

mortalidad de los animales.

Ademas la PE, causada por los pardsitos intracelulares pleomarficos de los géneros
Theileria y Babesia en regiones endémicas es dificil de diagnosticar ya que los signos clinicos
suelen ser inespecificos y pueden confundirse facilmente con otra enfermedad, mientras que
los examenes como el frotis de sangre y las pruebas serologicas convencionales no pueden
evaluar si la infeccion se encuentra activa en el animal por lo que no son las herramientas mas
adecuadas para las evaluaciones epidemioldgicas, siendo necesario la implementacion de un
correcto diagnostico molecular que permita determinar si la infeccion se encuentra activa, ade-

mas de diferenciar entre los dos agentes causantes de la PE (Posada-Guzman et al., 2015).

Hay que recalcar también que pese a que la recuperacién de los animales si es posible,
los animales recuperados muchas veces se convierten en portadores durante largos periodos y
es fundamental poder detectar correctamente y precisamente a estos animales para poder rea-

lizar un correcto control de la enfermedad (Tirosh-Levy, Steinman, et al., 2020).
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La PE tiene consecuencias negativas a nivel econémico para la industria equina debido
a la reduccion del rendimiento, la mortalidad y las restricciones comerciales, por lo que es clasi-
ficada segun el Cadigo Zoosanitario de la OMSA como una enfermedad de declaracion obliga-
toria (Diaz-Sanchez et al., 2018), siendo fundamental comprender la prevalencia y el impacto
de la PE en Ecuador para poder implementar medidas de control efectivas para mitigar su im-
pacto. Al investigar la prevalencia de la enfermedad y los factores de riesgo asociados, se
puede contribuir a mejorar la salud y el bienestar equino en Ecuador. Este conocimiento puede
ayudar en el diagnéstico temprano, el tratamiento y las estrategias de prevencion para minimi-

zar la carga de la enfermedad.

Objetivos

Objetivo general

Determinar la presencia de hemotrépicos (Theileria equi y Babesia caballi) en muestras
sanguineas de equinos provenientes de dos provincias del Ecuador, mediante la aplicacion de

técnicas de biologia molecular (PCR), durante el periodo abril-agosto de 2023.

Objetivos especificos

e Obtener el ADN de las muestras de sangre de equinos mediante la utilizacién de un
kit comercial.

e Detectar la presencia de Theileria equi (T.equi) y Babesia caballi (B. caballi) en las
muestras de ADN de equinos mediante PCR de punto final.

e Determinar la prevalencia y factores de riesgo de la presencia de hemotrépicos en

equinos, provenientes de dos provincias del Ecuador.
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Hipotesis

La PCR de punto final permite identificar la presencia de Theileria equi (T.equi) y Babe-

sia caballi (B. caballi) en muestras de sangre equina.
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Capitulo II: Marco tedérico

Piroplasmosis Equina

Definicion

La piroplasmosis equina (PE), es una enfermedad cuyo vector son las garrapatas y
puede afectar directamente a los caballos, mulas, burros y cebras. Los parasitos protozoarios
identificados que causan la enfermedad pertenecen a los géneros Theileria y Babesia, princi-
palmente por los hemoparasitos eucariotas Theileria equi y Babesia caballi. La PE es conside-
rada una enfermedad de notificacién obligatoria por la OMSA, ya que se estima que aproxima-
damente el 90% de la poblacién mundial de caballos residen en areas endémicas de la PE (Jaf-
fer et al., 2010). La enfermedad se manifiesta en tres formas: aguda, subaguda y crénica, y los
animales pueden actuar como portadores de los patégenos durante periodos prolongados sir-
viendo como fuente de infeccion para las garrapatas, que a su vez transmitieron los parasitos a

otros equinos (Onyiche et al., 2019).

Origen

Esta enfermedad ha recibido varios nombres, como paludismo equino, fiebre de las ga-
rrapatas de caballo, fiebre del antrax, fiebre biliar equina, teileriosis equina y babesiosis equina
(Onyiche et al., 2019).

El primero en describir una fiebre en caballos, fue Wiltshire en 1883, a la cual llamé "fie-
bre de antrax", causada por Babesia equi. Posteriormente, en 1901, Arnold resolvié diferenciar
entre la enfermedad del caballo y la piroplasmosis equina. En ese mismo afio, Laveran deno-
miné a esta enfermedad Piroplasma equi, el nombre se produjo debido a la morfologia del pa-
rasito intraeritrocitario encontrado en la sangre de los caballos y su similitud con la infeccién de
paludismo en humanos. Poco después, quedo claro que dos patdégenos distintos podrian ser

responsables de esta enfermedad (Wise et al., 2013).
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La piroplasmosis equina fue estudiada en detalle por primera vez en el sur de Africa de-
bido a la aparicion de la enfermedad en caballos importados a la regién, se considera que las
cebras son un reservorio importante de infeccién en Africa (Bhoora et al., 2020).

Se ha registrado que esta enfermedad también se descubrié en 1901 en la Indochina
francesa en un gran grupo de mulas importadas para uso militar, y en 1908 en Cerdefia, donde
un grupo de caballos introducidos desde Hungria mostraron signos clinicos de PE (Spickler,
2010).

En 1913y 1917, se reportaron los primeros casos en el hemisferio occidental, en un ca-
ballo en el Canal de Panamd y en Barbados, respectivamente, se documenté un caso de un ca-
ballo importado que muri6é a causa de lo que parecia ser PE en Barbados, en las Indias Occi-
dentales. Estas infecciones podrian haber resultado de importaciones desde areas endémicas
del Viejo Mundo (Tirosh-Levy, Gottlieb, et al., 2020). Agentes infecciosos

Los agentes infecciosos causantes de la PE son B.caballi y T.equi, que son protozoos
intraeritrociticos pretenecientes al filo Apicomplexa y al orden Piroplasmida cuya replicacion se-
xual se da en la garrapata vector (gamogonia) y asexualmente en el equino (esporogonia)(Jai-
mes-Duefiez et al., 2023).

Los merozoitos de T. equi tienen una forma piriforme, redonda o ameboida. Con una
longitud de 2 um, forman un complejo de cuatro parasitos, en forma de cruz llamada "Cruz de
Malta" (Malekifard et al., 2014).

En cambio en de B.caballi los merozoitos miden entre 2 y 5 um de longitud. Un rasgo
distintivo de la infeccion por B. caballi es la unién de los pares de merozoitos en sus extremos
terminales, lo cual es una caracteristica diagnéstica (Organizacion Mundial de Sanidad Animal,
2021)

Figura 1

Observacién de sangre con T.equi (A) y B.caballi (B) en eritrocitos.
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Nota. Adaptado de “Una perspectiva sobre las infecciones por Theileria equi en burros” (p.
172), por Kumar, S., Kumar, R., & Sugimoto, C. (2009). Revista japonesa de investigacion vete-

rinaria, 56(4), 171-180.

Ciclo de vida

Los paréasitos del grupo Piroplasmida, son transmitidos por garrapatas de los géneros
Dermacentor, Rhipicephalus y los menos frecuentes Hyalomma y Amblyomma spp. Se ha
identificado que para T. equi hay 14 especies de las cuales 4 pertenecen al género Derma-
centor sp., 4 al género Hyalomma sp., 5 al género Rhiphicephalus sp., y una a. cajennense
(Wise et al., 2013)

Mientras que existen 15 especies distintas de garrapatas que son vectores de B caballi
de las cuales 7 pertenecen al género Dermacentor sp., 6 al Hyalomma sp. y 2 Rhiphicephalus
sp.

El ciclo de vida consta asi de tres etapas diferentes una etapa de reproduccién asexual
en las glandulas salivales (esporogonia) de la garrapata, una etapa de reproduccién asexual en
el huésped vertebrado (merogonia) y una reproduccién sexual que implica la formacion y fusién

de gametos en el intestino de la garrapata (gemogonia), hay que tener en cuenta que para el
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caso de T. equi existen una etapa adicional que involucra la esquizogonia en las células mono-
nucleares de sangre periférica (Jalovecka et al., 2018). Es asi que, la infeccién en el huésped
comienza cuando los esporozoitos, transmitidos durante la picadura de la garrapata a través de
su saliva, invaden las células sanguineas. Los tipos de células sanguineas que son objetivo de
los esporozoitos varian segun la especie de piroplasma (Rothschild, 2013). Los parasitos del
género Theileria se caracterizan por llevar a cabo la esquizogonia en células sanguineas nu-
cleadas, como monocitos Yy linfocitos, antes de invadir los glébulos rojos. Por otro lado, se cree

que los parasitos del género Babesia se multiplican exclusivamente en los eritrocitos (Almazan

et al., 2022).

Figura 2

Ciclo de vida de T. equi y B.caballi durante la infeccién en el equino y la garrapata vector.
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Nota. Adaptado de “Revision de la piroplasmosis equina” (p. 27), por Wise et al., 2013. Revista

de Medicina Interna Veterinaria, 27 (6), 1334—-1346.
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e T.equi: comienza cuando los esporozoitos ingresa a un huésped a través de la se mor-
dedura de la garrapata mientras se alimenta. Estos esporozoitos infectan las células mo-
nonucleares de la sangre periférica, hasta llegar a los merozoitos (Almazan et al., 2022).
Los merozoitos son liberados y luego invaden los glébulos rojos, donde ocurre la division
asexual. Y el ciclo ce vuelve a repetir. Algunos merozoitos se transforman en anillos, que
se cree que son gamontes (Tamzali, 2013). Estos gamontes ingresan a la garrapata a
través de los eritrocitos cuando se alimenta, llega al intestino medio de la garrapata y co-
mienza otra vez su transformacién. En la replicacion sexual la fusion de estos gametos
da lugar daréa origen a cigotos. Estos cigotos forman kinetes internos que van a invadir el
epitelio del intestino, donde a través de la hemolinfa llegan hasta las glandulas salivales
(Bartolome del Pino, 2017).

e B. caballi: la transmisiébn comienza cuando las garrapatas se alimentan y los esporo-
zoitos invaden directamente los glébulos rojos formando dos merozoitos con la peculiar
forma de pera que parecen unidos. Cuando una garrapata se alimenta de sangre infec-
tada y consume glébulos rojos parasitados, algunos de los parasitos (merozoitos) se
destruyen en el intestino medio de la garrapata, pero algunos sobreviven y se convierten
en oocinetos que pasan por dos ciclos asexuales de multiplicacién, comienzan a desa-

rrollarse e infectar varios tejidos y huevos (Onyiche et al., 2019).

Transmision

Una de las principales formas de transmisién de PE en equinos son las picaduras por
garrapatas. Por un lado las garrapatas pueden trasmitir el parasito de forma mecanica, que
ocurre cuando las piezas bucales de las garrapatas estan contaminadas y actdan como porta-
doras del agente patégeno o por transmision bioldgica, que ocurre cuando los protozoos se
desarrollan o se multiplican dentro de la garrapata vector y luego se transmiten al huésped

(Taib Omer AL-Barwary & Jabar Aziz, 2020).EI periodo de incubacién de las enfermedades
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agudas transmitidas por garrapatas esta alrededor de 12 a 19 dias para T. equi y alrededor de
10 a 30 dias para B. caballi. Los signos clinicos pueden observarse a los 5 a 7 dias cuando los
organismos se inoculan directamente en la sangre (Spickler, 2010).

Las garrapatas adquieren los parasitos T. equi o B.caballi_por tres formas distintas: in-
traestadial, transtadial y transovérica (Tirosh-Levy, Gottlieb, et al., 2020). La transmision intra-
estadial ocurre cuando la adquisicion y transmision del parasito se producen dentro un estadio
del ciclo de vida de la garrapata (sin transicion de etapa antes de la tranmision). Por otro lado,
la transmision transtadial describe la adquisicion de la infeccion en una etapa de vida y des-
pués seguir con la capacidad de seguir propagando el parasito en las etapas posteriores de su
vida, manteniendo asi el parasito en su interior mientras se desarrolla. Por ultimo, la transmi-
sion transovarica se produce cuando la hembra adquiere los parasitos, los cuales ingresan a
sus ovarios y se transmiten a la descendencia, permitiendo de esta manera el mantenimiento
de los pardsitos entre generaciones de garrapatas. B. caballi se transmite por via transestadial
y transovarica a través de sus vectores. T. equi generalmente se transmite a través de transmi-

sion transestadial e intraestadial (Wise et al., 2013).
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Figura 3

Modelo de transmision de T.equi y B.caballi
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Nota. Adaptado de “Piroplasmosis equina” (p. 172), por Diaz-Sanchez, Adrian & Roblejo-Arias,
Lisset & Marrero-Perera, Roxana & Corona-Gonzalez, Belkis. (2020). Revista de Salud Animal,
Vol. 42, No. 1, enero-abril 2020, 56(4), 171-180.

La transmisién también puede ocurrir de manera iatrogénica, al compartir agujas entre
caballos positivos y no infectados, pero el uso de cualquier equipo contaminado con sangre
puede resultar en transmision. Ademas, la infeccién puede ocurrir cuando los caballos crénica-
mente infectados donan sangre a caballos no infectados. La practica ilegal conocida como do-
paje de la sangre que consiste en transfusiones de sangre antes de una carrera estuvo relacio-

nada con un brote de Florida en 2008 (Wise et al., 2013)
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Sintomas

T.equi suele causar sintomas clinicos mas graves que B.caballi, provocando hasta la
muerte del animal, también provoca infecciones intrauterinas, que después causan abortos.
(Sellon & Long, 2014). Las manifestaciones clinicas en PE son variables dependiendo de la
forma en la que se presenta, esta puede ser:

1. Hiperaguda: es poco comun y se caracteriza por la aparicion de animales muertos. Se
puede presentar hemoglobinuria y bilirrubinuria, la enfermedad puede presentarse de
forma repentina y existen complicaciones debido al dafio organico, que principalmente
se ha visto en casos provocados por B.caballi donde se da la formacion generalizada de
coagulos sanguineos y el desarrollo de una coagulacion intravascular diseminada, tam-
bién B.caballi (Zobba et al., 2008). Se observa una alta carga parasitaria y un bajo nivel
de inmunidad protectora.

2. Aguda: forma més frecuente, se presenta fiebre alta (superior a 40 °C), anemia, icteri-
cia, membranas mucosas congestionadas, dificultad para respirar, taquicardia, sudora-
cion, edema en la region supraorbitaria y las extremidades, pérdida de apetito y ocasio-
nalmente aparicion de pequefias manchas rojas y moradas en la piel (Wise et al., 2013)
. Ademas, se pueden observar orina de color oscuro y heces pequefias y secas. En el
caso de la infeccién aguda por T. equi, los signos clinicos suelen estar relacionados con
una fuerte destruccién de glébulos rojos y la consiguiente anemia.

3. Subaguda: Similar a la forma aguda, pero acompafada de pérdida de peso y fiebre in-
termitente. Las mucosas pueden tener un color que va desde el rosa palido al rosa o del
amatrillo claro al amarillo brillante. También pueden aparecer petequias, equimosis y
edemas en las extremidades distales. Se puede observar afectacién en la motilidad in-

testinal y signos de célico (Bartolome del Pino, 2017).
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4. Crobnica: sintomas menos especificos, como una ligera falta de apetito, bajo rendi-
miento, pérdida de peso, agrandamiento del bazo y malestar general. Es mas frecuente

en burros y esta asociada a una baja parasitemia (Bartolome del Pino, 2017).

Otras presentaciones clinicas menos comunes incluyen neumonia secundaria, edema
pulmonar, arritmias cardiacas, enteritis catarral, laminitis y enfermedades del sistema nervioso
central que se caracterizan por ataxia, mialgia y convulsiones. En sementales, se ha observado
infertilidad temporal o permanente. La insuficiencia renal aguda puede ocurrir como resultado
de la nefropatia pigmentaria inducida por la hemoglobina, y las respuestas sistémicas a la infla-
macion severa (hipotension) pueden empeorar la enfermedad renal. Las infecciones graves
también pueden dar lugar a insuficiencia hepética o coagulacion extravascular diseminada
(Tamzali, 2013).

Hay que recalcar que las anomalias clinicas no son especificas de la enfermedad y pue-
den variar en su grado de aparicién. Los caballos infectados con T. equi 0 B. caballi, tanto en
areas endémicas como no endémicas, a menudo son portadores asintomaticos sin signos visi-
bles de enfermedad (Hines, 2018)

Distribucion en América del Sur

La distribucion actual de la PE esta asociada directamente con la distribucién de las ga-
rrapatas vectores y también los movimientos de los caballos de una regién a otra desde su do-
mesticacion, por lo que la PE es considerada endémica en la mayor parte del mundo en espe-

cial en areas tropicales y subtropicales (Qablan et al., 2013).

En las regiones donde los paréasitos transmisores de PE son endémicos, como América
del Sur, los animales se contagian con frecuencia en su juventud y desarrollan cierto nivel de
resistencia. T. equi tiende a permanecer con el huésped de por vida, lo que lleva a un aumento
en las tasas de prevalencia observada a medida que el huésped envejece, siendo el huésped

el principal reservorio de este parasito. En cambio, la prevalencia de B. caballi no aumenta con
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la edad y es mas frecuente entre los animales mas jévenes. En el caso de B.caballi las garra-
patas transmiten el parasito a través de su descendencia, lo que indica que las garrapatas son

el principal reservorio de este parasito (Tirosh-Levy, Gottlieb, et al., 2020).

En Colombia segun el estudio realizado por Jaimes-Duefiez et al. (2023) donde se ana-
lizaron molecularmente 280 caballos de los departamentos de Arauca, Meta y Santander se de-
mostré una prevalencia de 25.7% para T. equi y no se encontraron animales positivos para B.
caballi. Asi mismo en el articulo de Agudelo-Ruiz et al. (2017) donde se analizaron caballos,
asnos y mulas de los departamentos de Antioquia, Cérdoba y Sucre el 13% de la poblacion
analizada fue positiva para piroplasmosis, y mediante la secuenciacion de las muestras positi-

vas se determind la presencia de T.equi.

En Brasil mediante técnicas moleculares se determiné una prevalencia de 25.91% para
T. equiy 2.74% para B. caballi en el estado de Mato Grosso en el medio oeste de Brasil donde
la PE es considerada endémica (Schein et al., 2018). Otros estudios han revelado que la preva-
lencia dependiendo que varia entre el 21.6% al 100% para T. equi, mientras que para B. caba-

lli varia del 54.1% al 93.2%(Costa et al., 2019) .

En Venezuela por su parte la epidemiologia de la PE en areas agroecol6gicas como
Distrito Capital, Estado Miranda, Aragua Estado y Estado Carabobo, mediante ELISA competi-
tivo se ha determinado una seroprevalencia global del 50.2% para PE, de donde se identifico
gue el 14.0% era de T. equi, 23.2% era de B.caballi, y un 13.0% fueron positivos para ambos
parasitos, mientras que utilizando PCR se mostré una prevalencia de 66.2% distribuidas en

61.8% para T.equi y 4.4% para ambos parasitos (Rosales et al., 2013).

En Paraguay, donde los vectores de garrapatas que pueden transmitir T. equi y B. ca-

balli son endémicas a través de la PCR se ha revelado que existe una prevalencia del 32.7%
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de T. equiy 1.5% de B. caballi, asi mismo se puede encontrar una prevalencia de 0.4% de por-
tadores de ambas especies de parasitos. Los analisis realizados no muestran diferencias signi-

ficativas en funcién de la raza de los caballos, su género o grupo de edad (Ahedor et al., 2023).

En Chile, se ha identificado la presencia de piroplasmosis equina (PE) en su forma sub-
clinica, por lo que es obligatorio informar los casos. La mayoria de los informes sobre esta en-
fermedad en el pais se han basado en estudios serolégicos y han reportado tasas de prevalen-
cia que varian entre el 0% y el 96% para T. equi, y entre el 0% y el 2% para B. caballi (Torres
et al., 2021). En Argentina de acuerdo al estudio realizado por Sebastian et al.(2021) en la ciu-
dad de Corrientes, 82% de un total de 42 caballos analizados dieron positivo a la presencia de
piroplasmido 18S RNA, todas las muestras positivas se identificaron como T. equi mediante la

amplificacién del gen EMA-1.

Casi en todos los paises de América del sur se puede encontrar casos PE, por lo que la
enfermedad presenta una distribucion amplia en la region, siendo T.equi la que mayor presen-
cia y estudios tiene.

Diagnéstico

o Diagnéstico parasitolégico: Se puede realizar la identificacion del parasito en frotis de
sangre delgados o gruesos tefiidos con Giemsa o Leishman utilizando microscopios de
luz. Se pueden realizar dos tipos de frotis, los frotis delgados se utilizan generalmente
para la identificacion de parasitos, pero los frotis de sangre gruesos pueden ser Utiles
para detectar organismos presentes en cantidades bajas (AZIZ & AL-BARWARY, 2019).
Se puede utilizar esta técnica para poder detectar T. equi en animales gravemente en-
fermos, y en el caso de B. caballi también se puede utilizar pero con lleva mayor dificul-
tad al tener una carga de parasitemia menor (Sumbria & Singla, 2015).

¢ Diagnéstico seroldgico: son considerados indirectos porque detectan los anticuerpos

gue produce el hospedero frente a la enfermedad, los mas utilizados son IFl y ELISA.
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La IFI se basa en la deteccion de anticuerpos especificos, el antigeno (merozoitos)
se fijan a un portaobjetos y se coloca suero, en el caso de ser positivo se formara un com-
plejo antigeno-anticuerpo, posteriormente se afiade antimunoglobulinas marcadas con un
fluorocromo, esta se une al complejo formado y el resultado se puede observar en un mi-
croscopio de florescencia (Montes, 2019).

En el caso de la prueba de ELISA, se ha desarrollado el iELISA y cELISA, donde se
utilizan como antigeno las proteinas EMA-1 y EMA-2, asi como la proteina RAP-1 de B. ca-
balli, en cELISA para detectar la presencia de anticuerpos contra T. equi y B. caballi se uti-
liza suero obtenido a partir de muestras de sangre (Tirosh-Levy, Gottlieb, et al., 2020), el
principio de la prueba consiste en la inhibicién de la unién de un anticuerpo monoclonal pri-
mario en presencia de anticuerpos especificos, esta union del anticuerpo monoclonal prima-
rio a la placa sensibilizada con el antigeno se detecta mediante un anticuerpo secundario
gue esta unido a una enzima, llamada HRP. Se adiciona un sustrato enzimatico para poder
cuantificar, lo que hace que aparezca una coloracion si es baja o0 nula no existe una inhibi-
cion del anticuerpo monoclonal primario, lo que sugiere la ausencia de anticuerpos contra T.
equi o B. caballi, por el contrario si existe coloracion indica una inhibicién en la unién de los
anticuerpos monoclonales primarios con el antigeno en la fase sélida, lo que indica la pre-
sencia de anticuerpos en la muestra (Vega, 2011).

Diagndéstico molecular: el diagnéstico molecular se basa en la deteccion del ADN
del parasito en la sangre equina mediante la técnica de PCR. Estos métodos son mas sen-
sibles que el examen microscopico y clinicamente més util que la serologia, ya que permi-
ten detectar una infeccién activa y actual (Tirosh-Levy, Gottlieb, et al., 2020). Existen varios
tipos de PCR para el diagnéstico de piroplasmosis equina (EP) como: PCR convencionales,

PCR anidada (nPCR), amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP) y PCR en tiempo
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real (QPCR) (Risso et al., 2022). Estas pruebas se centran en las secuencias diana principa-

les, como el ARNr de SSU, el antigeno 1 de merozoito de equi (EMA-1) y los genes de la

proteina 1 asociada a la roptria (RAP-1). Estos métodos son altamente sensibles para el

diagnostico preciso de la PE con una alta sensibilidad, con un limite de deteccion de 10 a 7

% de eritrocitos parasitados, puede detectar ADN del pardsito a partir de una muestra de

sangre de 2.5 pyLcon una parasitemia del 0.000001 %(Davitkov et al., 2016).

Los cebadores méas usados para la deteccién y diferenciacion entre los agentes in-

fecciosos de PE, esta dirigidos a:

La proteina EMA-1, con un peso molecular de 30 KDa, candidato confiable para la de-
teccion de anticuerpos contra el parasito ya que los anticuerpos producidos en anima-
les infectados muestran una fuerte reactividad hacia este antigeno. Esta proteina
desempenfia un papel crucial en el reconocimiento, unién y penetracion de los eritroci-
tos del huésped, se ha demostrado que la EMA de los parésitos apicomplejos afecta
la integridad de la red de espectrina-actina en la membrana de los eritrocitos(
Ebrahimi et al., 2018).

La proteina BC48, conocida como roptria de merozoitos de B. caballi con una masa
molecular de 48kDa, situada en el cromosoma 3, es multicopia y no posee intrones.
Esta proteina sirve de diana de union de los anticuerpos durante la invasion de los
merozoitos (Montes, 2019).

El gen 18S rRNA, existe un alto grado de conservacion de la secuencia la subunidad
pequefia del ARN ribosémico entre las especies de Babesia y Theileria, al utilizar esta

regién permite la deteccion e identificacion simultdneas de T. equi y B.caballi.
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Capitulo lll: Materiales y métodos

Participantes

La presente investigacion fue realizada por Ana Belén Quillupangui Quinga, estudiante
de la carrera de Biotecnologia, bajo la tutoria de la Dra. Maria Augusta Chavez Larrea, M.Sc.,
docente e investigadora de la Carrera de Biotecnologia, con la asesoria del Dr. Jorge Ron Ro-
man, Ph.D docente e investigador de la Carrera de Agropecuaria y el soporte técnico-cientifico
de la Ing. Cristina Cholota, Técnica del Laboratorio de Biotecnologia Animal, Departamento de
Ciencias de la Vida y la Agricultura, Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.

Zona de estudio

El presente trabajo se realizé en equinos de las provincias de Manabi e Imbabura del

Ecuador.
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Duracién de la investigacién

El presente trabajo de titulacién inicié en mayo del 2023 y culmind en septiembre 2023

Obtencion de las muestras de estudio

Las muestras de sangre equina fueron proporcionadas por el laboratorio de Mejora-
miento Genético y Sanidad Animal, ubicado en las instalaciones del IASA | Hacienda el Prado

Selva Alegre, Sangolqui.

Unidades de estudio

Se utilizaron 158 muestras de sangre equina, de las cuales 105 provenian de fincas ubi-
cadas en Manabi en los cantones de Santa Ana (n=7), Flavio Alfaro (n=6), Pedernales (n=2),
Chone (n=63) y 27 muestras de cantones desconocidos, las 53 muestras restante fueron reco-
lectadas en el Centro de Remonta del Ejército "IBARRA", ubicada en el Cantén Ibarra, en la
provincia de Imbabura. Adicionalmente se evalué 50 muestras de sangre de burros y mulas, de
las cuales 7 muestras de sangre de mulas provenian de la provincia de Guayas, 27 muestras

de mulas de Manabi y 16 muestras de burros también de Manabi.

Trabajo de laboratorio

Extraccion de ADN de Sangre Total mediante Kit

La extraccion de ADN gendmico se realiz6 mediante el kit de purificacion GeneJET
Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kit (ThermoScientific, EE. UU.), con algunas modi-
ficaciones.

La lisis se realizé en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL donde se agreg6 200 L de
sangre mas 20 uL de proteinasa k, y se coloc6 400 L de solucion de lisis, se realizé para cada

una mezclar con vértex cada que se colocé un reactivo.
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Posteriormente la incubacion se realiz6 50° C durante 10 minutos, se procedi6 a colo-
car 200 uL de etanol (96-100%) y se homogenizé con vértex.

Para la obtencion de ADN, se transfiri6 la mezcla a las columnas de centrifugacion y se
centrifugd durante 1 min a 8 000 rpm. Posterior a esto se realizé dos lavados con 500 uL de
Wash Buffer | y 500 uL de Wash Buffer Il, para el primer lavado se centrifugé durante 1 minuto
a 10 000 rpm y para el segundo por 3 minutos a 14 000 rpm. El Gltimo paso fue la elucién, para
lo cual se transfirio la columna a un nuevo tubo de 1.5 ml y se fue colocando 50 uL, 25 uL y
12.5 pL de tampodn de elucion realizando una centrifugacién de 1 minuto a 10000 rpm cada

gue se colocaba el tampdn. ElI ADN obtenido se almacené a -20 °C.

Integridad y cuantificaciéon de ADN

La integridad del ADN se visualizé mediante electroforesis horizontal. En un gel de aga-
rosa al 0.8% (p/v) disuelto en TBE 1X (Tris-Borato-EDTA), se carg6 3 pl de muestra con 1 pl de
buffer de carga Blue Juice 10x, y tefiido con SYBR® Safe 30% (v/v). Se corri6 a 100 voltios du-

rante 1 hora y se visualizé en un fotodocumentador.

La concentracion se midi6é con el Multiskan FC, se carg6 de 2 ul de muestra y se midié

las absorbancia 260/280 y 260/230.

PCR punto final para la identificacion de piroplasmosis equina.

Antes de empezar e identificar la presencia de piroplasmosis equina se realizd un anali-
sis mediante BLAST, primer BLAST, FastPCR y Serial Cloner de los cebadores PRIO A: 5°-
AATACCCAATCCTGACACAGGG-3" y PIRO B: 5'-TTAAATACGAATGCCCCCAAC-3’

Las condiciones de las reacciones y concentraciones se describen en la tabla se modificaron a

partir del protocolo de Medina (2017),
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Tabla 1

Componentes de la mezcla para la reaccion de PCR para PE

Reacti- Unidad Stock Concen-

VoS tracion Fi-
nal
H20 pL N/A N/A
Buffer X 10.00 1.00
PIRO A UM 10.00 0.40
PIRO B 1Y/ 10.00 0.40
Cl2Mg mM 25.00 2.50
dNTP UM 40.00 0,80
Taq U/uL 5,00 0.50
ADN ngr 50 100

Las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 mi-
nutos 1 ciclo, desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto 35 ciclos, hibridacion del cebador a
61°C durante 1 minuto por 35 ciclos, extension a 72°C durante 1 minuto por 35 ciclos, seguida.
Los tamafios de los fragmentos amplificados fueron de 423y 396 pb para T.equi y para B.ca-

balli, respectivamente.
Electroforesis para los productos de PCR

Una vez realizada la amplificacion se corrié una electroforesis en un gel de agarosa a
2% tefiido con SYBR® Safe DNA Gel Stain a una concentracion del 30% (v/v). En cada pocillo
se carg0 9 pL del producto de PCR con 1 uL de 10X Blue Juice Invitrogen, y se corrié en una
camara de electroforesis a 100 V durante 1 hora, pasado ese tiempo la visualizacion del gel se

realiz6 en un fotodocumentador (ChemiDoc Imaging System, Bio Rad, USA).



39

Purificacion de productos de PCR

25 uL del producto de PCR de muestras positivas para PE se dejaron correr en un gel
de agarosa al 2% durante 1 hora a 100 V, para posteriormente ser cortadas en un transilumi-
nador de luz azul (Safe Imager 2.0, Thermo Fisher Scientific, USA). Las bandas cortadas del
gel se colocaron en tubos de microcentifuga de 1.5 ml presado previamente, y una vez coloca-
das las bandas cortadas el tubo se volvié a pesar para determinar el peso neto, con este dato
se realiz6 los calculos para saber qué cantidad de Solucion de Unién a la Membrana se debia
afiadir (por cada 10mg de gel de agarosa se debia colocar 10 yL de solucién), se mezclé con
ayuda de un vortéx durante 2 minutos y se procedio a incubar durante a 56°C durante 10 minu-
tos, antes de retirar del Thermoshake AC, se observé que el gel estuviera completamente de-
rretido, se volvio a mezclar con el vortéx y se transfirié el contenido a una columna SV se co-
loc6 en un tubo de recoleccién y se debo 1 minutos a temperatura ambiente antes de centrifu-
gar a 16.000 x g por 1minuto, posteriormente se realiza dos lavados con el primero a 500 yL y
el segundo con 700 pL de Solucion de Lavado de Membrana, en cada lavado se centrifugé pri-
mero a 16.000 x g por 1 minuto y luego a 16.000 x g por 5 minutos. Finalmente se realizé la
elucion, se coloco la columna en un nuevo tubo de 1.5 mly se agreg6 primero 10 yL de agua
libre de Nucleasas, después 15 uL de agua, en ambas ocasiones se centrifugbé 2 minutos a

16.000 x g, el producto obtenido se almacend a -20°C.

Corte con enzimas de restriccion Alul y Hpall.

Se utilizé el principio de RFLP con FastPCR y SerialCloner se buscaron dos enzimas
gue cortaran las secuencias teéricas de T.equi y B.caballi en diferentes fragmentos, se deter-

min6 que Alul, cortaba dos fragmentos de 215 y 144 pb para B.caballi y Hpall cortaba fragmen-
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tos de 270 y 154 pb de T.equi. Una vez determinado los fragmentos donde iba a cortar las enzi-
mas, se realiz6 una mezcla formada por 10 pyL de producto de PCR, 7.3 pL de agua libre de nu-
cleasas, 2 pL de 10X de buffer especifico para cada enzima, 0,2 uL de Albumina de suero bo-
vino acetilada y 0.5 yL de enzima, para un volumen total de 20 yL. Se mezclé suavemente con
la pipeta y se centrifugd por segundo, se incubé a 37°C por 1 hora en el termociclador, pasado
el tiempo se corrié en un gel de agarosa al 2% durante 1 hora y se las bandas se visualizaron
en el ChemiDoc Imaging System, Bio Rad, USA.

Manejo estadistico de los datos

Para el andlisis estadistico de los datos se considerd la prevalencia solo de las mues-
tras de Manabi e Imbabura, para los factores de riesgo solo se tomé en cuenta aquellos valores
gue cuenten con todos los factores reportados de tal manera que se excluyé los animales de
los cuales se tenia informacion completa, reportando tanto la prevalencia y los factores de
riesgo de la Piroplasmosis equina sin diferencias entre T.equi y B.caballi. Guayas no se tomé
en cuenta para reportar datos ya que los datos se encuentran muy sesgados. Se utiliz6 los pro-
gramas infostat y Excel para crear una base de datos de las variables. La prueba chi-cuadrado
se utiliz6 para analizar si existe o no una relacién entre las variables, las variables con una
diferencia significativa (p< 0.05) se seleccionaron para identificar factores de riesgo, para eso
se calcul6 los Intervalos de Confianza (IC) con un nivel de confianza del 95%.El factor de
Riesgo Relativo (RR) y Riesgo Atribuible (RA) se lo sacé usando StatsDirect, con un intervalo
de confianza del 95%.

El riesgo relativo y el resigo atribuible se calcularon mediante la organizacion de los da-
tos de la tabla 3.
Tabla 2
Modelo de tabla para el calculo del riesgo relativo y el atribuible para todas las variables con

una diferencia significativa (p< 0.05)
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Negati- Positi- Totales
VoS VoS
Expuestos a b a+b
No expues- c d ctd
tos
Total a+c b+d a+c+b+d
a
RR = Incidencia Expuesto (I.+) gt b
~ Incidencia no expuesto(l,-) _£
c+d

Capitulo IV: Resultados

Integridad y cuantificacion del ADN extraido de sangre entera equina mediante kit co-
mercial

El kit comercial GeneJET Whole Blood Genomic para le extraccion de ADN a partir de
sangre entera dio un promedio de 34.44+14.87 de concentracion de ADN (ul/ml), con valores
distribuidos entre 96.53 y 16.02 pl/ml. La pureza de OD de radio A260/280 (=1.8-2.1 pureza 6p-
tima, 21.6-1.7 pureza aceptable) tuvo un promedio de 1.646+0.183, con un valor maximo de

2.477 y un valor minimo de 1.061. La pureza de OD de radio A260/230 (>2-2.2 pureza Optima,
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>1.8 pureza aceptable) tuvo un promedio de 1.0736+0.643 con un valor maximo de 3.2650 y un
valor minimo de 0.2087. No obstante, al analizar la integridad del ADN mediante electroforesis,
se identificaron franjas claras y prominentes. No se detecté evidencia de degradacion ni de sus-
tancias contaminantes, tal como se ilustra en la Figura 4.

Figura 4

Integridad del ADN obtenido a partir de sangre entera de caballo.
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Nota: A partir del segundo pocillo en el gel de agarosa al 0.8%, se visualiza una parte del total
de las muestras de ADN que fueron cargadas. En estas muestras, no se ha identificado eviden-
cia de descomposicion ni presencia de sustancias contaminantes. En el primer pocillo se ob-
serva el marcador de peso molecular (M) de 1 kb= 10 000 pb.
Diagnostico por PCR de T.equi y B.caballi

Los resultados de la PCR punto final dirigida al gen 18s RNA de T.equi y B.caballi, los
tamanos tedricos de los amplicones para cada especie obtenidos mediante programas bioinfor-
maticos FastPCR y Serial Cloner, fueron de 423 pb y 396 pb respectivamente, como se lo

pudo observar en las figura 5 y figura 6.



Figura 5

Resultados de la PCR con los cebadores piro A y Piro B con muestras positivas para T.equi

arcador 88 89 : 1551 1557 CP+ CN
» —

(-

Nota: Se cargé muestras desde el segundo pocillo, las muestras se observan positivas para
T.equi, con un tamafio tedrico de 423 pb. Control positivo plasmido para B.Bovis de 377 pb

(CP). Se utilizé6 un marcado de 100 pb

Figura 6

Resultados de la PCR punto final con los cebadores piro A y piro B, con muestras positivas

para B.caballi
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Nota: Se cargé muestras desde el segundo pocillo, la muestra 376 era positiva para Babesia
spp. los cebadores piro Ay piro B amplifican una porcion de 408 pb. Se pueden observar
muestras positivas para T.equi y muestras positivas para B.caballi, el control positivo utilizado
fue el un plasmido para B.Bovis de 377 pb (CP). Se utiliz6 un marcado de masa baja de ADN
de Invitrogen de rango de 100 pb a 2000 pb.

Para confirmara que los cebadores amplifiquen los fragmentos de 423 y 396 pb para
T.equiy para B.caballi se realiz6 el RFLP con las enzimas Hapll y Alul, en la figura 7 se mues-
tran los fragmentos cortados. Hapll corté la secuencia en dos fragmentos un fragmento supe-
rior a los 400 pb y otro fragmento de 270 pb. Alul corté las secuencias en 215y 144 pb
Figura 7

Cortes con enzimas de restriccion
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Marcador

Nota: Se cargd muestras desde el segundo pocillo, los tres primeros pocillos tiene cortes con la
enzima Hapll mientras que los tres siguientes son cortes con la enzima Alul, se utilizé un mar-
cado 100 pb a 3000 pb, Se sugiere aumentar el tiempo de incubacién y el tiempo de corrida en
gel.
Prevalencia de PE de acuerdo a las variables analizadas

Del total de la poblacién conformada por 208 équidos se obtuvo 75 muestras positivas
para PE tomando en cuenta los animales de la provincia de Guayas. Excluyendo a la provincia
de Guayas, de 201 muestras se obtuvo 70 muestras positivas repartidas entre Manabi e Imba-
bura, lo que indic6 una prevalencia general de 34.83% de la enfermedad dentro de la poblacién
estudiada, la prevalencia repartida de acuerdo a las variables de localizacion y zootécnicas se
muestra en la tabla 4.
Tabla 3

Prevalencia de PE de los équido estudiados.

Animales Muestrea-

dos Negativos Positivos Prevalencia (%)

Variables

Ubicacion
Provincia
Guayas 7 2 5 -
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Imbabura 53 48 5 2.49
Manabi 148 83 65 32.34
Variables Zootecnia
Sexo
Hembra 127 82 45 22.39
Macho 66 41 25 12.44
Desconocido 8 8 0 0.00
Edad
Potro 16 5 11 5.47
Yearling 8 6 2 1.00
Adolescente 20 12 8 3.98
Adulto 147 99 48 23.88
Desconocido 10 9 1 0.50
Especie
Burro 16 14 2 1.00
Caballo 150 94 56 27.86
Mular 27 15 12 5.97
Desconocido 8 8 0 0.00
Actividad que realiza
Exhibiciones y paseos 48 31 17 8.46
Reproduccion 28 26 2 1.00
Salto/Polo 23 20 3 1.49
Trabajo agricola y pecuario 63 24 39 19.40
Desconocido 39 30 9 4.48

Nota: En la tabla se observa la prevalencia de la PE por grupos de variables, para las variables
zootécnicas se excluyen los animales de Guayas por sesgo en la poblacion.
Determinacién de los Factores de Riesgo para PE.

Para el estudio de los factores de riesgo los casos en los que se detectaron resultados
positivos en todas las variables examinadas, se tomaron aquellas que por revision bibliogréafica
se identificaron como posibles factores de riesgo relacionados con la frecuencia de la enferme-

dad.

Prueba de Chi-cuadrado para determinar la relacion entre variables

Se aplicé una prueba de Chi-cuadrado, con valor critico de 0.05 para observar los valo-

res de chi-cuadrado y p valor <0.02, que indican si existia 0 no una diferencia significativa entre
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las variables estudiadas para que puedan ser consideradas como un factor de riesgo. Las va-

riables provincias y actividad que hace el équido fueron las Unicas dos variables con un valor p

menor a 0.05, con un valor de 0.0001, lo que indic6 que si existe una relacion entre la canti-

dad de animales positivos, la unificacion y la actividad que realiza el animal, las otras variables

al tener valores mas altos que 0.05 indicé que no habia una relacion entre la presencia de ani-

males positivos y la edad, sexo o especie.

Tabla 4

Célculo del Chi cuadrado para las variables estudiadas.

Animales . . . Valor ~ EXisteo no
Negati- Positi- Prevalen- Chi cua- unarelacién
Muestrea- . P<0,0 .
. dos VoS VoS cia (%) drado 5 entre varia-
Variables bles
Localizacidn
Provincia
Cpsta 109 55 55 34.38 24 50 0.0001 Si exist_e,una
Sierra 51 46 5 3.13 relacion
Variables Zootecnia

Sexo
Hembra 102 63 39 24.38 0.06 0.798 No exisFe una
Macho 58 37 21 13.13 ' ' relacion
Edad
Potro 15 5 10 6.25
Yearling 4 3 1 0.63 6.75 0.08 No exis'_t(? una
Adolescente 11 6 5 3.13 relacion
Adulto 130 86 44 27.50
Especie
Burro 9 7 2 1.25 N ist
Caballo 124 78 46 28.75 1.46 0.4818 Orggiign””a
Mular 27 15 12 7.50
Actividad que realiza
Exhibiciones y
paseos 47 31 16 10.00
Reproduccion 28 26 2 1.25 3419 0.0001 Si exist'e’una
Salto/Polo 23 20 3 1.88 relacion
Trabajo agri-
cola y pecuario 62 23 39 24.38
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Nota: Aquellas variables que tienen valores p menores a 0.05 se consideran que tienen una di-
ferencia significativa por lo que esas variables si esta relacionadas con la que existan casos de

piroplasmosis equina no es solo cuestion del azar.

Determinacién del riesgo relativo y el riesgo atribuible

Se determiné el riesgo relativo para saber cuantas veces mas es probable que aquellos
animales expuestos al factor de riesgo tiene mayor tendencia de sufrir de piroplasmosis y se
calculé el riesgo atribuible que indica, entre el grupo de expuestos o no al factor de riesgo, la
fraccion de ellos cuya enfermedad es atribuible al factor que se analiza. En tal tabla 6 se puede
observar a que para las variables ubicacion y actividad que realiza el animal existié un riesgo
relativo de 1.68 y 2.17 respectivamente y que las otras variables no se consideran como factor
de riesgo ya que en su intervalo de confianza estaba contenido el 1, que indico que no existe
relacién entre el factor y la piroplasmosis.

Tabla 5

Andlisis del riesgo relativo y el riesgo atribuible.

Animales , . Riesgo Riesgo Intervalo de
. Negati- Positi- Prevalen- 2 .
Varia- Muestrea- VOS VoS cia (%) Rela-  atribui- confianza al
bles dos tivo ble 95%
Localizacion
Provincia
Costa 109 o5 o4 3375 168 2007  1.40-2.07
Sierra 51 46 5 3.13
Variables Zootecnia
Sexo
Hembra 102 63 39 24.38 13 118 0.8-1.3
Macho 58 37 21 13.13
Edad
Adulto 130 86 44 27.50
0.85 - 0.7-1
Otro 30 14 16 10.00
Especie

Caballo 124 78 46 28.75 0.98 - 0.81-1.16



Otro 36 22 14
Actividad que realiza

Trabajo

agricola 62 23 39
y pecua-

rio

Otro 98 77 21
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8.75

24.38 2.17 29.17 1.54-3.05

13.13

Nota: Aquellas variables que dentro del intervalo de confianza al 95% tienen valor de 1 no se

consideran como factor de riesgo, aquellas variables que tienen todo el intervalo de confianza

inferior a 1 se consideran como factor protector, y las variables que tienen todo el intervalo de

confianza superior a 1 se consideran como factor de riesgo.

Capitulo V: Discusién

El cebador objetivo del estudio fue obtener ADN mediante un kit comercial, se obtuvie-

ron valores entre 16.02 y 96.53 ul/ml, esta diferencia se puede deber a dos circunstancias, la

primera la cantidad de parasitemia que presente el animal y la segunda por fallas en el las co-
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lumna de silice. La parasitemia influye en la cantidad de ADN debido a que el ADN que se ex-
trae de la sangre total proviene principalmente de los leucocitos que son células sanguineas
con nucleo y que se encuentran en circulacion en todo momento, y la cantidad de estas células
aumenta dependiendo de si existe 0 no un agente extrafio que active el sistema inmunolégico
(Chacon-Cortes & Griffiths, 2014), es asi que si los caballos se encuentran enfermos la canti-
dad de leucocitos va a aumentar y por ende la cantidad de ADN. Pero la parasitemia no solo
aumenta la cantidad de ADN por el aumento de leucocitos sino también por la cantidad de pa-
tdgenos que se encuentren en la muestra ya que durante el proceso de extraccién también se
va a obtener ADN del patdgeno que se encuentran en el torrente sanguineo, es asi que si
existe una gran carga parasitaria en especial de los hemoparasitos, la cantidad de ADN tam-
bién va a variar, por ello es fundamental determinar de dénde se extra el ADN para el diagnés-
tico de una enfermedad (Flaherty et al., 2021). El segundo factor que puede afectar no solo la
calidad sino también la cantidad de ADN son las fallas durante el proceso de extraccion como
la acumulacién de hemoglobina, como lo nombra Zilinskiene, (2016), quien explica que al dige-
rir muestras de sangre entera se puede provocar la acumulacién de complejos de hemoglobina
insolubles que tifien y obstruyen la membrana, lo que reduce el rendimiento y la pureza.

Para una prueba diagnéstica de PCR la seleccién adecuada de los cebadores es posi-
blemente el aspecto mas crucial para lograr la amplificacién precisa del objetivo deseado, es
esencial que los cebadores no compartan similitudes con otros objetivos en determinadas
orientaciones y ciertas distancias, evitando asi una amplificacion no intencionada de PCR (Ye
et al., 2012), considerando esto la Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal, (2022) sugiere
utilizar cebadores dirigidos para el gen 18s RNA de T.equiy B.caballi, justamente los cebado-
res Piro Ay Piro B amplifican una region del gen 18s RNA tanto para T.equi como B.caballi
gue se determin6 mediante el uso de herramientas bioinformaticas, por lo que se puede detec-

tar con los cebadores piro A y piro B la presencia de piroplasmosis.
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Al tener solo una diferencia de apenas 27 pb entre la secuencia amplificada para T.equi
y la secuencia de B.caballi, la diferenciacion en gel de agarosa no es completamente confiable
ya que los tamafios son muy préximos, por lo que se complementa el diagnostico con enzimas
de restriccion tal como hicieron Kumar et al., (2022) y Wang et al., (2019), que también utiliza-
ron cebadores dirigidos a la region conservada 18s RNA 'y lograron concluir que los mismos
amplicones se pueden utilizar para la identificacién de especies que provocan piroplasmosis si
se complementa con enzimas de restriccion (RE) y que la PCR especifica de especie se puede
realizar Unicamente en muestras positivas para piroplasmido, reduciendo el tiempo y el costo
de las pruebas.

En el presente estudio se pudo evidenciar una prevalencia para piroplasmosis del
34.83%, los que demuestra su presencia en el territorio nacional. Esta cifra encontrada es ma-
yor si se compara con paises vecinos como Colombia donde la prevalencia es de 18.25%,
(Mujica et al., 2011), o en el caso de Costa Rica la prevalencia encontrada es del 6.2%, sin em-
bargo si se compara con Brasil (76.98%) la prevalencia es menor, en este pais piroplasmosis
equina es considerada como endémica.

Los resultados obtenidos también mostraron una diferencia significativa para la provin-
cia donde se analizaron y para la actividad que realiza el équido, siendo la prevalencia por pro-
vincia mayor en Manabi con 32.34% en relacién a Imbabura con el 2.49% , segun el andlisis
en el presente la provincia es considerada un factor de riesgo siendo aproximadamente cuatro
veces mayor el riesgo de que un caballo en Manabi sufra de piroplasmosis que un caballo en
Imbabura, esto posiblemente se debe a que Manabi es una provincia de la Regién Costa en
donde esté presente la garrapata Rhipicephalus microplus vector de piroplasmosis (Orozco,
2018). Esto ya se ha evidenciado en otros estudios de América en donde los animales expues-
tos al vector son mas susceptibles para adquirir piroplasmosis como lo demuestra Peckle et al.

(2022) en sus estudios en Brasil donde concluye que Rhipicephalus (Boophilus) microplus es



52

un vector de T.equi y que su presencia en los caballos juega un papel importante en la preva-
lencia de PE.

La actividad que realiza el animal también mostr6é una diferencia significativa por lo que
se consideré como un factor de riesgo de la enfermedad, la mayor prevalencia se encontré en
animales que realizan el trabajo agropecuario (19.40%). Este resultado esta acorde con lo en-
contrado en México donde se observé una prevalencia 25.3% en equinos dedicados al pasto-
reo (Trujillo, 2015) con un factor de riesgo de 1.4. El hecho de que los équidos utilizados para
trabajo tengan una mayor prevalencia se debe al menor cuidado que se les da y al menor con-
trol de parasitos a diferencia de los caballos que son utilizados para deportes u otras activida-
des (Onyiche et al., 2019).

Los resultados obtenidos dependiendo del sexo, la especie y la edad del animal no
mostraron diferencias significativas, por lo que no fueron un factor de riesgo para la enferme-
dad, esto es comparable con los estudios realizados de Ferreira et al., (2016),en Brasil donde
se encontrd que no existia diferencia significativa para las variables de edad y sexo cuyos valo-
res de p fueron 0.658 y 0.245 respectivamente.

El presente estudio evidencié por primera vez la presencia de B. equi y T. caballi en una
poblacion equina del Ecuador mediante la aplicacion de técnicas moleculares, esta informacién
sera util para las entidades de control sanitario en el pais para establecer medidas de vigilancia

y control de la enfermedad.

Capitulo VI: Conclusiones

¢ Mediante la extraccién de ADN se pudo definir una concentracion 6ptima 96,53 y 16,02

pg/ml de sangre équida obtenida a partir de kit comercial.
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Los cebadores piro A y piro B amplifican fragmentos de 496 T.equi paray 323 pb B.ca-
balli que se pueden cortar con las enzimas de restriccion Hapll y Alul para su diferen-
ciacién, comprobando asi que estos cebadores pueden ser utilizados para el diagnés-
tico de piroplasmosis equina mediante PCR punto final.

A través de la PCR se obtuvo una prevalencia de 34.83%, siendo Manabi la provincia
con mayor cantidad de casos positivos con una prevalencia de 32.34%. Existieron dos
variables la ubicacion y la actividad que realiza el animal con un valores p menores al
0.05, por lo que se consideran como un factor de riesgo que incrementa la prevalencia
de la enfermedad.

Mediante este estudio se pudo evidenciar por primera vez T.equiy B.caballi mediante la

aplicacion de PCR en el Ecuador
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Capitulo VII: Recomendaciones

Se recomienda no colocar mas de 200 pl de sangre de caballo para realizar la extrac-
cion de ADN mediante kit, para evitar que la acumulacién de hemoglobina en la co-
lumna de silice.

Se recomienda realizar PCR especificas con cebadores que amplifiquen secuencias es-
pecificas de T.equiy B.caballi y la secuenciacion de las muestras amplificadas para una
mejor identificacion de las dos especies causantes de piroplasmosis.

Se recomienda aumentar el tiempo de digestiéon de mas enzimas de restriccion para
mejorar el corte de los fragmentos al igual que aumentar el tiempo de corrida y disminuir

la cantidad de marcado colocada.
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