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] RESUMEN
“DETECCION DE HEMOPARASITOS EN EQUINOS DE DEPORTE Y
ESPECTACULO EN CULIACAN, SINALOA”
FRANCISCA ZATARAIN IRIGOYEN
Las infecciones por hemoparasitos son un problema grave en mas del 70% de los
paises en via de desarrollo y su presencia en los animales domésticos produce
cuadros hematicos que alteran la salud animal; afectando a diferentes especies de
équidos (caballos, asnos, mulas) y teniendo un impacto econémico importante en la
industria equina. El objetivo del presente trabajo fue identificar la presencia de
hemoparasitos en equinos de Culiacan, Sinaloa. Se realizé un estudio descriptivo
de corte transversal en el periodo del 10 de marzo del 2018 al 15 de enero de 2019,
en el cual se recolectaron muestras sanguineas de 144 équidos que fueron
seleccionados al azar. Para el diagnostico morfologico se realizé frotis sanguineo
tefido con tincion de Wright; los cuales se examinaron al microscopio en busca de
agentes del orden Rickettsiales y Piroplasmida, la sangre positiva a microscopia
Optica se le extrajo ADN y se realiz6 PCR para detectar los genes msp4 de
Anaplasma phagocytophilum, ema-1 Theileria equi y/o rap-1 Babesia caballi. De las
144 muestras sanguineas el 5.55% (8/144) resultaron positivas por morfologia a
hemoparasitos, y de las muestras positivas se amplificaron 2 con un fragmento de
alrededor de 229 pb de Theileria equi, no se logro la amplificacion de Babesia caballi
ni Anaplasma phagocytophilum. De los hemoparasitos presentes en los equinos de
deporte y espectaculo se identificé por primera vez Theileria equi en Culiacan,

Sinaloa.

Palabras claves: Hemoparasitos, Equino, Piroplasmosis, PCR.



ABSTRACT ]
“‘HEMOPARASITE DETECTION IN SPORT AND SHOW HORSES IN CULIACAN,
SINALOA”
FRANCISCA ZATARAIN IRIGOYEN
Hemoparasite infections are a serious problem in more than 70% of developing
countries and their presence in domestic animals produces blood conditions that
alter animal health; affecting different species of equidae (horses, donkeys, mules)
and having an important economic impact on the equine industry. The objective of
this work was to identify the presence of hemoparasites in horses from Culiacan,
Sinaloa. A descriptive cross-sectional study was conducted from March 10™ of 2018
to January 15" of 2019, in which blood samples were collected from 144 equidae
that were randomly selected. For the morphological diagnosis, blood smears stained
with Wright staining were performed; which were examined under a microscope for
agents of the order Rickettsiales and Piroplasmida, the positive blood by optical
microcopy was extracted DNA and PCR was performed to detect the msp4 genes
of Anaplasma phagocytophilum, ema-1 Theileria equi and / or rap-1 Babesia caballi.
Of the 144 blood samples, 2.88% (2) were positive by morphology to piroplasma.
PCR was performed and a 229 bp fragment of the ema-1 gene of Theileria equi was
amplified, amplification of Babesia caballi and Anaplasma phagocytophilum was not
achieved. Of the hemoparasites present in the horses of sport and entertainment,

Theileria equi was first identified in Culiacan, Sinaloa.

Key words: Hemoparasites, Equine, Piroplasmosis, PCR
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I. INTRODUCCION

Actualmente hay un incremento en la practica de disciplinas deportivas equinas
(IFHA, 2011); lo anterior hace que cada vez con mas frecuencia se busque un
estado sanitario 6ptimo de los equinos para su optima participacion en justas
deportivas (Rodriguez y Conejeros, 2017), por lo que se deben realizar revisiones
clinicas periodicas para poder identificar agentes patdégenos causantes de
enfermedades que afecta su rendimiento (Garcia-Sanmartin et al., 2008). Las
pérdidas econdmicas asociadas con la enfermedad de estos incluyen los costos
por tratamiento veterinario, la disminucién en el desempefio y la muerte de los
animales en casos agudos de la enfermedad; ademas de las restricciones
internacionales para la exportaciéon o la participacidbn en eventos ecuestres
deportivos y expositivos de animales seropositivos a Babesia caballi o Theileria
equi (OIE, 2014) figurando entre las enfermedades de reporte sanitario en la
Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2019). Las infecciones por
hemoparasitos son un problema grave en mas del 70% de los paises en via de
desarrollo (Castellanos et al., 2010) los cuales agrupan una gran cantidad de
agentes etioldgicos causantes de enfermedades de trascendencia para la salud
animal a nivel mundial, estos pueden ser transmitidos a los animales domésticos
por vectores mecanicos y biolégicos (Rodriguez-Vivas et al., 2000). Los
hemoparasitos en equinos se han reportado en distintas partes del mundo; para
el caso de Sinaloa se han realizado estudios morfolégicos por Gaxiola et al.,
(2001) donde se reportd una prevalencia de 33.3% a Babesia caballi y un 9.33%
a Haemobartonella spp. y recientemente Zatarain et al. (2019) reportaron por
morfologia una frecuencia de 32.63% de Babesia spp. y un 18.32% para
Anaplasma spp. A nivel genético Hawkins et al., (2015) reportaron en Kenia una
prevalencia del 77% de Theileria equi mediante PCR anidada usando cebadores
de 18S ARNIr, en ltalia Passamonti et al., (2010) reportaron una frecuencia de
8.14% de Anaplasma phagocytophilum mediante PCR anidada utilizando el gen
16S ARNr, mientras que en México Ayala-Valdovinos et al. (2014) reportaron una
frecuencia de 26.72% de Theileria equi mediante PCR anidada del gen EMA-1.

Estos antecedentes demuestran que los equinos estan expuestos a parasitos
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sanguineos por lo que; el objetivo del presente trabajo fue identificar la presencia

de hemoparasitos en equinos de deporte y espectaculo de Culiacan, Sinaloa.



Il. ANTECEDENTES

2. 1. Importancia de los equinos

Los caballos han sido utilizados por la humanidad durante miles de anos
para una variedad de propésitos, como fuente de alimento directa (carne y leche),
cuero, como bestias de trabajo, con propdsitos militares, de recreacion y
terapéuticos; en tiempos mas recientes; a pesar de los cambios demograficos y
culturales los caballos aun se encuentran en todo el mundo dado el

favorecimiento de la cria selectiva de los mismos (Murray et al., 2013)

La poblacion global de caballos se estima en 58 millones (Murray et al.,
2013). De esta poblacion 60% son caballos trabajadores que se encuentran
principalmente en paises en desarrollo y una proporcion significativa del resto se
utiliza en las industrias de carreras, ecuestres y recreativas (Pritchard, 2005). En
México contamos con una poblacién de 6 260 000 equinos (FAOSTAT, 2006).

2. 2. La industria equina

En el mundo los paises con una mayor poblacion equina son los
siguientes: EE. UU (9 500 000), China (7 402 450), México (6 260 000), Brasil (5
787 249), Argentina (3 655 000), Colombia (2 533 621); Mongolia (2 029 100),
Etiopia (1 655 383), Federacion de Rusia (1 319 358) y Kazajstan (1 163 500)
(FAOSTAT, 2006).

En 2012, la Federacion equina internacional (FEI) reporté mas de 3500
certamenes internacionales en todo el mundo; habiendo un incremento general
en el numero de eventos, con un aumento de mas del 30% en concursos de salto,
doma y resistencia entre 2007 y 2010; en 2017, se registraron 140 000 carreras
de caballos pura sangre, con y sin obstaculos, y la cuantia total de premios
ascendié a 3 100 millones de euros (IFHA, 2017).

Los beneficios econdmicos y sociales de la industria equina la hacen un

contribuyente importante para la economia; ademas de ser un empleador



significativo, apoyar la preservacion del campo, asi como una potente

herramienta para la insercion y cohesion social (OIE et al., 2013).
2.3. Principales parasitos sanguineos que afectan la salud del equino

En areas tropicales y subtropicales de México los hemoparasitos causan
importantes problemas de salud a los animales domeésticos, produciéndoles
cuadros clinicos de enfermedades y en ocasiones la muerte (Rodriguez-Vivas et
al., 2000).

2.3.1. Piroplasmas. El término piroplasma se deriva de la apariencia en forma de
pera de las formas replicativas intraeritrociticas, los géneros Babesia y Theileria
que pertenecen a las familias Babesiidae y Theileriidae (Wise et al., 2013). Existe
incertidumbre sobre la clasificacion taxonémica apropiada para T. equi. aunque
se considera una "Babesia pequefa”, T. equi tiene varias caracteristicas que lo
distinguen de otras especies dentro del género, incluido el desarrollo inicial

aparente en los linfocitos antes de la etapa eritrocitica (Rothschild, 2013).

2.3.2. Anaplasma phagocytophilum. Es un patdégeno intracelular obligado, es el
agente causante de la Anaplasmosis granulocitica equina y humana (Rikihisa,
2011) canina y la fiebre transmitida por garrapatas en rumiantes Anaplasma
phagocytophilum se ha convertido en un patégeno emergente transmitido por
garrapatas en los Estados Unidos, Europa, Africa y Asia, con un niimero creciente
de personas y animales infectados cada ano (Cabezas-Cruz et al.,, 2017);
manipulando las vias metabdlicas de las células hospedadoras para aumentar la
infeccion y la transmision en los hospedadores (Lin et al., 2011, Rikihisa, 2011,
Cabezas-Cruz et al., 2017). Anaplasma phagocytophilum es una bacteria Gram
negativa intracelular obligatoria que infecta granulocitos, principalmente
neutrofilos, en cuyos citoplasmas forma una “microcolonia” denominada “morula”,
una vez en un huésped receptivo, Anaplasma phagocytophilum infecta neutrdfilos
y eosindfilos (Woldehiwet, 2010, Rikihisa, 2011).



2.4. Anaplasmosis granulocitica equina

La infeccion por Anaplasma phagocytophilum en caballos puede
desarrollarse como una forma aguda o subclinica (Madigan y Gribble, 1987). La
severidad de los signos clinicos de la Anaplasmosis Granulocitica Equina esta en
funcion de la edad de los caballos y la duracion de la enfermedad, lo que hace
dificil reconocerla en una primera evaluacion del animal; en los caballos adultos
(mayores de 4 afios) los signos se desarrollan progresivamente y son fiebre,
depresion, anorexia parcial, edema de extremidades, petequias, ictericia, ataxia
y resistencia al movimiento, al parecer, los caballos menores de 4 anos
desarrollan signos mas leves, incluyendo una moderada fiebre, depresion, leve
edema de extremidades (Meuten y Buergelt, 2014). En los caballos menores de
1 afo, es dificil reconocer la signologia, ya que solo hay presencia de fiebre que
fluctua de 39.4° a 41.3°C entre el primer y segundo dia de infeccion (Silaghi et
al., 2011).

2.4.1. Caracteristicas gendémicas de Anaplasma phagocytophilum. Veintiun
genomas completos de Anaplasma phagocytophilum estan actualmente
disponibles, pero no son representativos de la diversidad global de Anaplasma
phagocytophilum y no representan los rangos de hospedadores generales (Dugat
et al., 2015), porque diecisiete genomas provienen de cepas recolectadas en los
EE. UU., mientras que solo cuatro son de cepas recolectadas en Europa,
ademas, con la excepcion de los genomas de cepas humanas, solo entre uno y
tres genomas estan disponibles para las especies hospedadoras muestreadas
(Dugat et al., 2015). EI genoma de Anaplasma phagocytophilum tiene un solo
cromosoma circular y la mayoria de las caracteristicas gendmicas son comunes
a los miembros de Rickettsiales. Todos los organismos en el orden Rickettsiales
tienen genomas relativamente pequenos (0.8-1.5Mb) y una capacidad de
codificacién significativamente inferior para el metabolismo intermediario central,
el transporte y las funciones reguladoras atribuidas a la evolucion reductiva; se
desarrollaron como parasitos intracelulares con dependencia de la célula

huésped para las funciones necesarias; ademas la reduccion en el tamano del
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genoma puede ser el resultado de varios factores combinados, como la presencia
de cuellos de botella en la poblacion, la deriva genética asociada con un pequefio
tamano poblacional y un sesgo de sustitucion que favorece la dileccion sobre las

inserciones (Nilsson et al., 2005).

2.4.2. Proteinas de superficie y polimorfismos. EI genoma de Anaplasma
phagocytophilum tiene tres OMP-1, un msp2, dos homdlogos de msp2, un loci
msp4 y 113 p44 que pertenecen a la superfamilia OMP-1/ MSP2 / P44 (Dunning
Hotopp et al., 2006). Las variaciones antigénicas de las proteinas P44 que se
detectan en varias tipo de anaplasmas pueden ayudarlos a escapar de la
vigilancia inmune del huésped, lo que contribuye a la infeccidn persistente en los
huéspedes reservorios (Dunning Hotopp et al., 2006) utilizando un mecanismo
recombinante para generar variacion antigénica en las OMP inmunodominantes
los grupos locales de pseudogenes funcionales que se encuentran en las familias
de genes msp2 y msp3 que pueden recombinarse en un solo sitio de expresion
funcional para generar nuevas variantes antigénicas durante la multiplicacion de
la bacteria; ademas, las variaciones pueden surgir espontaneamente, lo que
permite la seleccidon de variantes que escapan del sistema inmune del huésped
(Brayton et al., 2002).

2.4.3. Patogénesis. Anaplasma phagocytophilum puede inhibir los procesos de
apoptosis de las células del huésped y tiene la capacidad de modificar los
mecanismos relacionados con la generacién de energia, la transduccion de
sefales en una célula, asi como las reacciones inmunes protectoras (Lin et al.,
2011). El patégeno demuestra tropismo a las células de los sistemas
hematopoyéticos y fagociticos (Dumler et al., 2001). Los mecanismos que causan
la reduccion del numero de plaquetas pueden estar relacionados con su
destruccion por el sistema inmune, aumento de la fagocitosis por los macréfagos
y su desintegracion intensificada en el bazo; la hipoplasia de médula 6sea
también puede provocar la disminucién de la produccién de trombocitos. La

bacteria no induce inflamacién, que resulta del hecho de que la pared celular de



Anaplasma phagocytophilum no contiene LPS o peptidoglicano (Rikihisa y Lin,
2010). Los agentes infecciosos Anaplasma phagocytophilum transmitidos por
artropodos deben migrar a través del cuerpo de este, para lo cual deben evadir
la respuesta inmune del artrépodo y puedan ser transmitidos con éxito a un nuevo
hospedero objetivo; las garrapatas tienen un sistema inmune innato que
comprende péptidos antimicrobianos como defensinas y microplusina especifico
de garrapata, proteinas de la familia de 5,3 kDa, lisozimas, un sistema similar al
complemento y hemocitos fagociticos; utiliza una proteina secretada por la
garrapata (P11) para infectar los hemocitos, lo que le permite moverse desde el
intestino medio a las glandulas salivales en la hemolinfa. Esta interaccion es
probablemente el resultado de la coevolucién prolongada de los artrépodos y los
microorganismos que portan (Day, 2016). La garrapata necesita un tiempo
minimo de alimentacion de 24 a 48 horas para transmitirla al hospedero, esta
bacteria es capaz de residir en las glandulas salivales de las garrapatas del
género Ixodes spp.; por lo tanto, si esta presente en un estado infeccioso y un
numero adecuado, podria ser transmitida mas rapidamente (Diniz y
Breitschwerdt, 2011). El intestino medio y las glandulas salivales de las
garrapatas desempefan papeles importantes pero muy diferentes durante la
infeccion, multiplicacion y transmision de patégenos (Hajdusek et al., 2013). El
intestino de las garrapatas son probablemente el tejido mas importante para la
supervivencia, ya que son el sitio inicial de captacion y replicacion, mientras las
glandulas salivales son el lugar final para la replicacién y la transmision (de la
Fuente et al.,, 2016). La patogénesis de A. phagocytophilum involucra,
internalizacion, replicacion temprana, evasion de la respuesta inmune (inhibicion
de la apoptosis, estimulacion de la autofagia), replicacion y liberacion (Diniz y
Breitschwerdt, 2011).

2.4.4. Signologia clinica. El curso de la anaplasmosis granulocitica equina puede
ser subclinico o agudo; el periodo de incubacion de la forma aguda de
anaplasmosis es de aproximadamente 10 dias (Barlough et al., 1995).

Inicialmente los sintomas son atipicos, en el animal infectado se desarrolla



apatia, debilitamiento y aumento de la temperatura corporal, a continuacion,
aparece una aversion al movimiento, marcha rigida, edema doloroso de las
articulaciones y tejido subcutaneo de caracter inflamatorio, y algunas veces
cojera (Silaghi et al., 2011). Los edemas del tejido subcutaneo pueden persistir
incluso durante 2 semanas después de la regresidon completa de los otros
sintomas (Madigan y Gribble, 1987) o desaparecen directamente después de la
terapia con antibidticos (Pusterla et al., 1998).

La intensificacion de los sintomas clinicos demuestra una considerable
diversificacion y, en gran medida, depende de la condicion y la edad del animal
infectado. Se observa un curso tipico de la anaplasmosis granulocitica equina en
caballos de mas de 3 afos de edad (Silaghi et al., 2011). Los animales infectados
desarrollan fiebre (39-40° C) que puede persistir durante 6-12 dias y se
acompafia de sintomas generales e inflamacién de las extremidades, la
enfermedad en caballos de un afio o menos es de naturaleza no grave con
sintomas inespecificos, como falta de apetito y aversion al movimiento, otros
sintomas de la anaplasmosis aguda es sangrado de la mucosa, pérdida de peso,
aumento del bazo y ganglios linfaticos, durante el periodo febril, la frecuencia
cardiaca aumenta hasta 50-60 latidos por minuto y la frecuencia respiratoria
hasta 30 RPM (Adaszek et al., 2009) un trastorno hematolégico especifico
observado en el curso de la anaplasmosis es la trombocitopenia, que conduce a
petequias en las membranas mucosas, en particular en la superficie interna de
los labios y las encias, ademas de la trombocitopenia, una prueba hematoldgica
puede revelar leucocitosis o leucopenia con neutropenia y reduccion del
hematocrito (Silaghi et al., 2011).

2. 5. Piroplasmosis equina

La piroplasmosis equina es una enfermedad causada por protozoarios del
género Babesia, siendo las especies Theileria equi y Babesia caballi las que
afectan a los equinos; los cuales son trasmitidos por garrapatas de los géneros,
Dermacentor nitens, Rhipicephalus e Hyaloma (De Waal, 1992; Scoles y Ueti,
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2015). Babesia caballi es trasmitida por 10 especies de garrapata tanto via
transestadial como transovarica, comportandose la garrapata como reservorio de
la infeccién, pudiéndose también transmitir por via intrauterina, lo que podria
resultar en un aborto debido a la posible infeccion del feto durante la gestacion
(Erbsioh, 1975; Lewis et al., 1999); Theileria equi es trasmitida por 11 especies
de garrapatas via transestadial, comportandose el caballo como reservorio (De
Waal, 1992; Scoles y Ueti, 2015).

2. 5. 1. Morfologia y ciclo de vida de Babesia caballi, Theileria equi en el equino
y garrapata. Los merozoitos de Babesia caballi aparecen dentro de los glébulos
rojos como cuerpos basdfilos en forma de pera, el tamafo es de
aproximadamente 2-5 pym de largo y 1.3-3.0 ym de diametro (Levine, 1985).
Estos dos grandes cuerpos en forma de pera se unen en sus extremos
posteriores, caracteristica de gran importancia diagndstica para la identificacion
de Babesia spp. y, por extension Babesia caballi (Scoles y Ueti, 2015).

En Theileria equi los merozoitos intraeritrociticos son mas pequefios, de
aproximadamente 2 a 3 ym de largo y periformes, de forma redonda u ovoide
(Sumbria et al., 2014). Estos cuatro merozoitos en forma de pera forman una
tétrada llamada "cruz de Malta" en los eritrocitos; en otras palabras, Theileria equi
es un pequefio piroplasma, mientras que Babesia caballi es una forma mas
grande (Malekifard et al., 2014). Finalmente, estos dos piroplasmas se distinguen
por la ausencia de transmisién transovarial de Theileria equi en las garrapatas,
asi como por la falta de ciclo preeritritico en Babesia (Bhoora, 2009).

El ciclo de vida de un apicomplexa tipico tiene tres etapas distintas (Figura
1 b). Estas etapas ocurren en el huésped y las garrapatas e incluyen; etapa de
reproduccion asexual en las glandulas salivales (esporogonia), etapa de
reproduccion asexual en el huésped (merogonia) y reproduccion sexual con la
formacion y fusion de gametos en el intestino de la garrapata (gametogonia).
Ademas, Theileria equi tiene una etapa adicional (Figura 1 a) que lo lleva a cuatro
etapas en el ciclo de vida al someterse a esquizogonia en las células

mononucleares de sangre periférica (Onyiche et al., 2019).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Theileria equi y Babesia caballi dentro del
vector garrapata y del caballo. (a). Desarrollo de Theileria equi dentro del vector
garrapata y del caballo. (b). Desarrollo de Babesia caballi dentro del vector
garrapata y del caballo. Abreviaturas: PBMC, células mononucleares de sangre
periférica; RBCs, globulos rojos. Imagen adaptada de Scoles y Ueti, 2015 y
Onyiche, 2019.

2.5 1. 1. Theileria equi. Existe un nivel considerable de variacién en el ciclo de
vida de T. equi dependiendo de las especies de garrapatas involucradas
(Moltmann et al., 1983; Rothschild, 2013). Los esporozoitos de Theileria equi se
inyectan en una especie equina no infectada pero susceptible por garrapatas
durante la alimentacioén a través de la saliva (Schein et al., 1981; de Waal y van
Heerden, 2004; Onyiche, et al., 2019). Al entrar en el hospedador los
esporozoitos invaden principalmente las células mononucleares de sangre
periférica (linfocitos) y aqui pasan a la etapa de esquizogonia formando grandes
microsquizontes y macrosquizontes, estos parasitos mas tarde dan lugar a
merozoitos, los merozoitos liberados de los esquizontes invaden los eritrocitos y
en ellos alcanzan la etapa de merogonia formando dos cuerpos con forma de

peray, en algunos casos, la divisidon en cuatro merozoitos dentro de los eritrocitos
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dando como apariencia cuatro cuerpos piriformes con formas de "cruz de Malta"
(Bruning, 1996). La hemdlisis de los eritrocitos infectados conduce a la liberacion
de merozoitos que ingresan a nuevos glébulos rojos y continuan el ciclo de
replicacion (Mehlhorn y Schein, 1998). Después de la ingestion de los
gametocitos en los eritrocitos por un vector de garrapatas competente, la
transformacion comienza en el intestino medio de las garrapatas, comenzando
con la division nuclear seguida de la formacién de protuberancias y finalmente
cuerpos de rayos; aproximadamente 4 a 6 dias después, los cuerpos de los rayos
se dividen y forman microgametos y macrogametos y la fusién de estos gametos
conduce a la formacion de cigotos (replicacion sexual); los kinetes se formaran
dentro del cigoto que invade las células epiteliales de los intestinos medios hacia

la hemolinfa e infecta la garrapata (Onyiche et al., 2019).

2. 5. 1. 2. Babesia caballi. El ciclo de vida de Babesia caballi se inicia después
de la alimentacion de garrapatas infectadas en un huésped equino no infectado
pero susceptible; los vectores garrapatas inoculan los esporozoitos que maduran
a través de la saliva en el huésped (Onyiche et al., 2019). Los esporozoitos de
Babesia caballi invaden los eritrocitos donde se convierten en trofozoitos que
crecen y se unen en dos merozoitos en forma de pera (Rothschild, 2013). Los
merozoitos se multiplican e infectan nuevos globulos rojos y el ciclo se repite
(Short, 2012).

La infeccion se inicia mediante la alimentacion de garrapatas infectadas,
con mayor frecuencia Dermacentor nitens, en un huésped equino saludable, los
esporozoitos invaden inmediatamente los eritrocitos, donde se desarrolla a partir
de un pequefio cuerpo anaplasmoide (trofozoito) que consiste
predominantemente de material nuclear en una esfera ameboide mas grande que
se divide en dos grandes cuerpos piriformes (merozoitos) que miden
aproximadamente 2-5 ym de largo y 1.3-3 ym de didametro (Short, 2012). Cuando
una garrapata no infectada se alimenta posteriormente del caballo infectado e
ingiere eritrocitos parasitados, la mayoria de los parasitos se destruyen dentro

del intestino medio de la garrapata (Short, 2012). Sin embargo, algunos
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merozoitos sobreviven y forman pequefios cuerpos redondos que flotan
libremente dentro del contenido intestinal de la garrapata, estos cuerpos esféricos
dan lugar a grandes cuerpos clavados (en forma de maza) que penetran en las
células epiteliales del intestino medio y sufren multiples fusiones, seguido por la
infeccion de una variedad de tejidos en la garrapata, donde ocurre un ciclo
secundario de fision multiple (Rothschild, 2013). Los tejidos infectados en la
garrapata femenina incluyen los huevos y todos los tejidos, excepto las glandulas
salivales, los pequefos cuerpos periformes producidos en las glandulas salivales
de las larvas, las ninfas y los adultos de la proxima generacion de garrapatas son

los infecciosos para el caballo (Friedhoff y Soule, 1996).

2. 5. 2. Patogénesis. La piroplasmosis equina tiene un efecto patogénico severo
y complicado tanto en los tejidos como en los 6rganos de los équidos infectados,
incluido el efecto mecanico representado por la destruccion y la hemdlisis de los
glébulos rojos (anemia hemolitica) o la liberacién de sustancias vasoactivas como
kinin y kallikrein, seguidos de hipotension, shock y muerte de los équidos
afectados (Hunfeld et al., 2008). El periodo de incubacion varia de 12 a 19 dias
para Theileria equi y de 10 a 30 dias para Babesia caballi y coincide con el pico
de fiebre y eritrélisis (De Waal, 1992). Las alteraciones en el contenido de
proteinas y lipidos de la membrana de los eritrocitos; ademas de los aumentos
en el malondialdehido plasmatico durante la parasitemia severa sugieren que la
acumulacion de iones oxidativos resultantes de la peroxidacion lipidica altera la
composicion bioquimica de los eritrocitos, o que conduce a la hemdlisis; estas
alteraciones pueden dar como resultado una mayor rigidez de los eritrocitos, asi
como una menor deformabilidad, lo que contribuye a la estasis microvascular; el
volumen de células generalmente disminuye al 20%, pero puede caer al 10% o
menos (Ambawat et al., 1999). La anemia extrema es mas comun en las
infecciones por Theileria equi donde se observa hemoglobinuria de gravedad
variable secundaria a hemolisis severa por la infeccion, la cual puede ser seguida
por nefrosis y la aparicion de orina de color café (Zobba et al., 2008); la ictericia

es causada por la hemdlisis lo cual el resultado del aumento de la bilirrubina
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indirecta (no conjugada), que se deposita en las superficies mucosas y en otros
lugares, ocasionando un color amarillo; la piroplasmosis equina conduce al
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica y a la hipercoagulabilidad, luego de
una disfuncion multiorganica (Donnellan y Marais, 2009). La aglomeracion de
eritrocitos infectados que resulta en la formacion de micro trombos puede
bloquear los vasos sanguineos pequefios, lo que lleva a una estasis sanguineo
venoso posterior y una condicion hipotensiva aguda, que puede causar la muerte
del animal (de Waal y van Heerden, 2004). En el caso de Babesia caballi, la
aglomeracion de eritrocitos parasitados puede conducir a una oclusion
microvascular; la trombocitopenia simultdnea y la respuesta inflamatoria
sistémica provocan dafo endotelial, asi como aumento de la permeabilidad
vascular y, en casos graves, coagulacion intravascular diseminada (CID) y el
secuestro esplénico o el consumo excesivo de trombocitos; los caballos
gravemente afectados experimentan edema, hemorragia, isquemia y anoxia, que
culminan en disfuncion organica (Al-Saad et al., 2010). También puede causar
edema articular, el cual podria deberse a las diferencias entre la presion
hidrostatica arterial y la presion osmaética venosa que hacen que los liquidos
escapen de los vasos y se acumulen en las partes distales del cuerpo; la
hipoproteinemia también puede desempenar un papel en la didlisis y la
acumulacion de fluidos edematosos, la deshidratacion aparece en équidos
infectados con piroplasmosis equina, esto puede deberse a la falta de fluidos
corporales, lo que resulta en urea u oliguria, aumento de la sed y pelo aspero (Al-
Saad et al., 2010). Muchas complicaciones ocurren debido a la piroplasmosis
equina, incluyendo estasis gastrointestinal, enteritis catarral, cdlico, infertilidad en
sementales, arritmias cardiacas, neumonia, edema pulmonar, insuficiencia renal
aguda, laminitis y enfermedad del sistema nervioso central (de Waal y van
Heerden, 2004; Tamzali, 2013). La infeccion en la gestacion se da por el paso de
los eritrocitos infectados a través de la barrera placentaria ha sido implicado como
el modo probable de transmisién de la enfermedad en el utero y puede ser el
resultado del dafio a los vasos sanguineos placentarios, lo que lleva a la mezcla

de sangre materna y fetal cerca o en el momento del parto o aborto; no todos los
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potros de una yegua infectada nacen infectados, y no se han identificado los

factores que determinan si se produce infeccion prenatal (Scoles y Ueti, 2015).

2. 5. 3. Hallazgos clinicos. Las infecciones clinicas pueden ser peragudas,
agudas, subagudas y crénicas (Zobba et al., 2008). Los caballos infectados con
Babesia caballi o Theileria equi pueden presentar signos clinicos similares,
aunque los signos asociados con la infeccion por Babesia caballi tienden a ser

mas leves o incluso no aparentes (Rothschild y Knowles, 2007).

2. 5.3 .1. Portadores no aparentes. La gran mayoria de los caballos seropositivos
a Babesia son caballos portadores no aparentes, con bajos niveles de
parasitemia y sin signos clinicos evidentes; sin embargo, los caballos atléticos o
de trabajo pesado pueden disminuir el rendimiento deportivo en comparacion con
los caballos no infectados; estos caballos también corren el riesgo de desarrollar

una infeccion manifiesta con enfermedad clinica (Hailat et al., 1997).

2.5. 3. 2. Piroplasmosis equina subaguda. Los caballos con piroplasmosis equina
subaguda exhiben diversos grados de anorexia, malestar general, pérdida de
peso, pirexia intermitente, anemia normocitica normocromica, edema de
extremidades, bajo rendimiento, taquicardia y taquipnea (de Waal, 1992). Las
membranas mucosas varian de rosa palido o amarillo palido a amarillo brillante,
con petequias ocasionales y equimosis. Pueden aparecer signos de colico
intermitente (de Waal, 1992) la aparicion de signos de cdlico en un caballo
infectado puede ocurrir debido a una insuficiencia hepatica que conduce a un
déficit de secrecion de sales biliares lo que produce trastornos digestivos, ya sea
en forma de diarrea o estrefiimiento, mientras que la hemoglobinuria frecuente
puede causar glomerulonefrosis y dano renal, asi como microtrombosis en
capilares intestinales (Al-Saad, 2009). La orina puede ser de color amarillo
oscuro a marron o rojo, segun el grado de hemoglobinuria (Al-Saad, 2009). Los
caballos con EP subaguda suelen tener esplenomegalia, que es palpable por via
rectal (de Waal, 1992). Si no se trata, estos caballos pueden volverse

severamente anémicos con una marcada debilidad general (Rothschild, 2013).
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2. 5. 3. 3. Piroplasmosis equina cronica. Los caballos con piroplasmosis equina
cronica generalmente presentan antecedentes de signos clinicos inespecificos,
que incluyen inapetencia leve, bajo rendimiento, pérdida de peso, mal estado
corporal y malestar general, la anemia puede ser minima (de Waal, 1992). Los
signos clinicos de piroplasmosis equina crénica son variables o inespecificos y a
menudo se confunden con una variedad de otras enfermedades como la
tripanosomiasis, la anaplasmosis granulocitica equina y la anemia infecciosa
equina (Rothschild y Knowles, 2007). Las anormalidades clinico-patoldgicas en
caballos con infeccidn cronica por Theileria equi o Babesia caballi pueden incluir
un recuento reducido de globulos rojos, recuento de plaquetas y concentracion
de hemoglobina (De Waal, 1992). Los cambios adicionales en el analisis de
sangre pueden incluir: disminucion de las concentraciones plasmaticas de
fibrindgeno, hierro sérico y fosforo; aumento de la concentracion sérica de
bilirrubina y tiempos de coagulacion prolongados (Holman et al., 1993). Después
de aproximadamente 10 dias de infeccién, se desarrolla linfocitosis y el
hematocrito a menudo disminuye a aproximadamente el 20%, pero puede caer
al 10% o menos; la anemia extrema es mas comun con la infeccion por T. equi,
la concentracion sérica de bilirrubina suele ser normal en casos cronicos y solo

se puede observar anemia leve (Rothschild, 2013).

2.6. Respuesta inmune a Theileria equi y Babesia caballi en el equino

La inmunidad protectora esta presente mientras un caballo albergue el
piroplasma, que en la mayoria de los casos es de por vida; no hay inmunidad
cruzada entre Theileria equi y Babesia caballi (Rothschild, 2013). La resistencia
a la enfermedad clinica adquirida por los caballos después de la infecciéon por
Babesia caballi es el resultado de la estimulacién continua de la inmunidad por el
parasito persistente, pero se desconocen los mecanismos exactos involucrados;
la inmunidad innata probablemente juega un papel central en el control de los
parasitos de Babesia caballi, aunque el papel preciso de los neutréfilos, los

macrofagos y las células asesinas naturales (NK) en el control de parasitos no
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esta bien definido (de Waal et al., 1987). El bazo es importante para eliminar los
piroplasmas, los caballos con bazo intacto a menudo controlan la infeccién y
sobreviven, mientras que los caballos esplenectomizados desarrollan
parasitemia severa y sucumben a la infeccion (Knowles, 1996). A pesar de su
importante papel, el bazo y la inmunidad innata son insuficientes para la
proteccion contra piroplasmosis equina en ausencia de inmunidad adaptativa
(Rothschild, 2013). La inmunoglobulina Ga (IgGa) y la IgGb se correlacionan con
el control de Theileria equi durante la etapa aguda de la infeccion mientras que
la IgG (T) aumenta durante la infeccidon crénica y los caballos infectados con
Theileria equi producen preferentemente anticuerpos contra las proteinas de
superficie de merozoito altamente conservadas, especificamente los antigenos 1
y 2 de Theileria equi merozoito (ema-1 y ema-2); los anticuerpos transferidos
pasivamente de Theileria equi y Babesia caballi pueden persistir en el potro

durante 4 a 5 meses (Knowles et al., 1992).

2. 7. Garrapatas como vector de piroplasmosis equina

Las garrapatas juegan un papel vital en el ciclo y la transmision natural de
la piroplasmosis equina, existe una relacion obligatoria entre los piroplasmas y
sus vectores; no se puede mantener presente en ausencia de vectores que la
transporten y transmitan ya que los piroplasmas requieren a las garrapatas para
completar su ciclo de vida (Gou et al., 2013). Como resultado de esto, se da la
distribucion universal de la piroplasmosis equina la cual esta estrechamente
relacionada con la propagacion de los vectores, las garrapatas ixddidas son los
hospedadores finales (definitivos) y los transportadores de Theileria equi y
Babesia caballi (Zapf y Schein,1994). De las 867 especies de garrapatas
conocidas (Jongejan y Uilenberg, 2004). Scoles y Ueti (2015) enumeraron 33
especies de garrapatas ixodidas pertenecientes a seis géneros como vectores
competentes responsables de transmitir la piroplasmosis equina. Los vectores
confirmados para piroplasmosis equina son garrapatas pertenecientes a tres
géneros: Dermacentor, Rhipicephalus y Hyalomma (De Waal, 1992). Sin

embargo, la evidencia reciente muestra que otros géneros como Ixodes,
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Haemaphysalis y Amblyomma son también capaces de transmitir la
piroplasmosis equina tanto en condiciones naturales como experimentales
(Scoles y Ueti, 2015). Se ha informado de la transmisiéon transplacentaria de
yeguas prefiadas al feto que en la mayoria de los casos conducen al aborto
(Lewis et al., 1999). También puede transmitirse accidentalmente a través de la
sangre mediante jeringas contaminadas, agujas hipodérmicas o instrumentos
utilizados en cualquier cirugia o procedimiento de vacunacion (transmision
iatrogénica); ademas se puede transmitir por transfusion de sangre infectada o
infeccion inducida experimentalmente en equinos susceptibles a través de la
inoculacién intramuscular, intravenosa o subcutanea de sangre infectada (de
Waal y van Heerden, 2004).

2. 8. Impacto econémico y restricciones de la piroplasmosis en el caballo.
La piroplasmosis equina puede causar pérdidas econdmicas significativas
que incluyen el costo del tratamiento, disminucion de la produccion de équidos,
abortos, pérdida de rendimiento o muerte, incapacidad para cumplir con los
requisitos internacionales para exportaciones o participacion en competencias y
deportes ecuestres (Garcia-Sanmartin et al., 2008). La piroplasmosis tiene una
distribucion mundial (Figura 2) figurando entre las enfermedades de la
Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE); la aparicién de esta enfermedad
debe notificarse dentro de las 72 horas posteriores a la deteccion; el monitoreo a
largo plazo de la prevalencia de la enfermedad es muy importante en paises
donde se ha informado la piroplasmosis equina para poder prevenir los posibles
efectos adversos en la industria ecuestre, debido a la tasa de morbilidad y
mortalidad la cual puede variar del 10 al 50% (OIE, 2013). Para la importacién de
équidos las autoridades veterinarias de los paises importadores deben exigen la
presentaciéon de un certificado veterinario internacional que acredite que los
animales no manifestaron ningun signo clinico de piroplasmosis equina el dia del
embarque; que sus resultados sean negativos en pruebas de diagndstico para
piroplasmosis equina (Theileria equi y Babesia caballi) efectuadas en menos de
30 dias previos al embarque; también deben ser exentos de garrapatas, mediante

un tratamiento preventivo en los casos necesarios, los 30 dias anteriores al
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embarque; para el caso de la importacion temporal de caballos de competicion
las autoridades veterinarias de los paises importadores podran contemplar la
posibilidad de importar temporalmente caballos de competicion que resulten
positivos a los procedimientos de control, siempre y cuando se tomen las
siguientes precauciones; los caballos deberan ir acompafados de un pasaporte
sanitario, deberan presentar un certificado veterinario internacional que acredite
que los animales no manifestaron ningun signo clinico de piroplasmosis equina
el dia del embarque; que fueron sometidos a un tratamiento contra las garrapatas
durante siete dias anteriores al embarque; que los caballos se hayan mantenido
en un perimetro en el que se toman las precauciones necesarias para controlar
las garrapatas y que estan bajo la supervision directa de la autoridad veterinaria;
siendo examinados periédicamente para detectar la presencia de estas (OIE,
2019).
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Figura 2. Distribucion mundial de la piroplasmosis equina en el afio 2018.

Imagen obtenida de la base de datos del sistema mundial de informacién
zoosanitaria (WAHIS Interface) de la Organizacién Mundial de Sanidad Animal
(OIE, 2019).

2.9. Epidemiologia de Theileria equi y Babesia caballi
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La piroplasmosis equina se ha reportado a nivel mundial, como el estudio
realizado en Cuba por Diaz-Sanchez et al., (2018) donde reportan por medio de
tincion Giemsa y basado en parametros morfolégicos y biométricos a Babesia
caballi con 5.2 % y Theileria equi con 13.8 % en las 58 muestras de equinos
analizadas. Estudios realizados por serologia se han realizado en Texas por
Scoles et al., (2011) e identificaron en 360 caballos en el condado de Kleberg,
mediante cELISA un 81.1% de animales positivos a Theileria equi; Short et al.,
(2012) reportan en Florida 9.5% de Theileria equi en 210 caballos utilizando
CELISA, IFAT, en el caso de Sudamérica Viera et al., (2013) reportan una
seroprevalencia de 78.3% de Theileria equi y un 69.2% Babesia caballi en 166
equinos de tiro y 32 equinos de trabajo rural muestreados en Brasil utilizando
CELISA; Mujica et al., (2011) reportaron una seroprevalencia de 50.3% de
Theileria equi y un 70.6% Babesia caballi en 360 muestras de suero equino
recolectadas de 9 municipios del estado de Lara en Venezuela utilizando ELISA
con antigenos recombinantes y anticuerpos monoclonales; en Europa, Garcia-
Bocanegra et al., (2013) reportan una seroprevalencia de 50.3% de Theileria equi
y un 11.4% Babesia caballi por cELISA en Espafia; Piantedusi et al., (2014)
reportaron una seroprevalencia de 57.1% de Theileria equi y un 11.45% Babesia
caballi en ltalia en 203 equinos asintomaticos utilizando IFAT; Kumas et al.,
(2013) reportaron una seroprevalencia de 32.6% de Theileria equi en 120
muestras de sueros de equinos en la India por ELISA utilizando el gen de ema-2
en animales con 99 dias pos-infeccién; Hawkins et al., (2015) reportaron una
prevalencia 77% de Theileria equi % en 77 burros y 16 cebras de pastoreo en
Africa mediante nPCR usando cebadores de rARN (5
AGCTCGTAGTTGAATTTCTGCTGC-3") (5
AACTGACGACCTCCAATCTCTAGTC-3"), en Asia, Steinman et al.,, (2012)
reportan una prevalencia de 26.4% de Theileria equi en 590 equinos
asintomaticos de 46 granjas mediante de Israel PCR por el gen rRNA 18S.

Con respecto a estudios realizados en México, Gaxiola et al., (2001) donde
reportaron una prevalencia de 33.3% a Babesia caballi y un 9.33% a

Haemobartonella spp. en 75 equinos utilizado el método de diagndstico por
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morfologia, al igual Zatarain et al., (2019) donde reportaron una frecuencia de
32.63% de Babesia spp. y un 18.32% para Anaplasma spp. en 573 equinos,
basandose en los parametros descrito por la OIE (2014). Utilizando diagnéstico
genético Ayala-Valdovinos et al., (2014) reportan una frecuencia de 26.72% de
Theileria equi en 48 caballos por nPCR utilizando el gen EMA-1 (F
5" ATTGACCACGTCACCATCGA'3 R5'GTCCTTCTTGAGAACGAGGT3).
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ll. HIPOTESIS

En los equinos de deporte y espectaculo de Culiacan, Sinaloa se encuentran

parasitos Rickettsiales y Piroplasmidos sanguineos.
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IV. OBJETIVOS

4.1. General:
* Identificar la presencia de hemoparasitos en equinos de deporte y

espectaculo en Culiacan, Sinaloa.

4.2. Especificos:
» Detectar morfologicamente hemoparasitos en sangre de equinos.

» Detectar molecularmente hemoparasitos en sangre de equinos.
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V. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizdé en equinos de deporte y espectaculo de Culiacan,
Sinaloa. la cual esta ubicada en la ciudad de Culiacan, Sinaloa, México, ubicada
geograficamente en las coordenadas 24° 48’ latitud Norte y 107° 23’ latitud Oeste,
con una altura de 60 msnm, la temperatura media anual del estado es de 25°C, las
temperaturas minimas promedio son alrededor de 10.5°C en el mes de enero y las
maximas promedio pueden ser mayores a 36°C durante los meses de mayo a julio;
con 144, 159 y 92 dias despejados, medio nublados y nublados al afo,
respectivamente; precipitacion pluvial promedio anual de 790 mm, con lluvias en

verano Julio a Septiembre, el clima de la region es tropical seco (INEGI, 2009).

5.1. Muestreo

5.1.1. Tamafo de la muestra. Un total de 144 muestras de sangre de equinos fueron
tomadas por conveniencia (Thrusfield, 1990). Con un total de 144 muestras de
sangre de equinos las cuales se recolectaron del 10 de marzo del 2018 al 15 de
enero de 2019.

5.1.2. Criterios de inclusién. Se tomaron muestra de sangre a equinos del municipio
de Culiacan, Sinaloa; cuya raza fue Espanol, Frisobn o Cuarto de milla, mayores de
2 afnos y 6 meses con fin zootécnico de deporte y espectaculo, con y sin signos

clinicos.

5.1.3. Toma y transporte de muestra. Las muestras fueron tomadas asépticamente
por puncién de la vena yugular, se colectaron 5 ml de sangre de cada ejemplar en
tubos Vacutainer estériles conteniendo acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
cada tubo fue debidamente identificado con el nombre y numero de animal
muestreado. Las muestras se colocaron en un contenedor a una temperatura de
4°C y fueron transportadas al Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autbnoma de Sinaloa.
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5. 3. Analisis de las muestras

5. 3. 1. Frotis sanguineo. Las muestras se procesaron por frotis sanguineos, los
cuales se tifieron mediante coloracion de Wright y se examinaron para determinar
la presencia de hemoparasitos. Se consideraron los parametros morfologicos y
biométricos que incluyen la forma, la ubicacion del sitio y el tamafo del
hemoparasito en cualquier eritrocito infectado. Este diagndstico se basé en las
caracteristicas morfolégicas y estructurales descritas para cada hemoparasito. En
el caso de Babesia caballi se visualizaron, en el interior de los eritrocitos, cuerpos
periformes unidos en pares por sus extremos posteriores formando un angulo agudo
entre si (OIE, 2014). Para Theileria equi se observaron estructuras periformes; de
forma redonda u ovoide, dispuestas en tétradas formando el arreglo conocido como
“Cruz de Malta” (OIE, 2014), para el caso de Anaplasma phagocytophilum se
observaron en neutréfilos y eosindfilos, colonias similares a la mora llamadas
"morulas" (Woldehiwet, 2010).

5. 3. 2. Extraccion de ADN. Se obtuvo el ADN de las 144 muestras mediante la
técnica fenol-cloroformo descrita por Sambrook et al.,, (1989) utilizando
amortiguador de lisis (TE: tris 100 mM y EDTA 10 mM), dodecilsulfato de sodio
(SDS) al 20%, e incubando a 37°C con calor seco y a 56°C con calor humedo por 1
h, posteriormente se separé y se agrego fenol (1:1), se centrifugd a 12 000 rpmy a
la parte del sobrenadante se agreg6 cloroformo (1:1), se agregd etanol absoluto
incubandose a 24 h a -20°C, y se centrifugd a 13 000 rpm/15 min y al precipitado se
disolvio en agua. EI ADN extraido se observo mediante el uso de un gel de agarosa

al 1% tefiido con gel red con luz ultravioleta (Huang et al., 2010).

5.3.3. PCR. Solo se realizé PCR a las muestras que resultadon positivas por frotis
sanguineo a el agente de la familia Anaplasmataceae y/o Piroplasmas. El material
genético extraido formo parte de una mezcla de reaccion para PCR a 25 pl (Buffer
10X MgCI2, dNTPs, H20 inyectable estéril, Taq Polimerasa (Thermo Scientific™
DreamTaq Hot Start PCR Master Mix), oligonucleétidos y DNA), la reaccion se llevé
a cabo en los termocicladores (TECHNE GENIU y BIORAD T100) para la

amplificacién del gen EMA-1, para T. equi las condiciones de termociclado utilizadas
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fueron: por 25 ciclos, la temperatura de desnaturalizacion que se utilizé fue a 95°C
por 5 min, la alineacion a 95°C por 15 s y la extension a 60°C por 15 s, 72°C por 15
s, con una extension final de 72°C por 5 min. Con los oligonucledétidos: ema-1 F
[5’CCGAGGAGGAGAACCCA] ema-1 R [5'CGCATAGACGGAGAAGCC] para el
nPCR ema-1n de T. equi las condiciones de termociclado utilizadas fueron: 25
ciclos, la temperatura de desnaturalizacién que se utilizé fue a 95°C por 5 min, la
alineacion a 95°C por 5 s y la extension a 60°C por 5 s, 72°C por 5 s, con una
extensién final de 72°C por & min. Con los oligonucledtidos: ema-1in F
[5AAGGACAACAAGCCATACGT] ema-in R [5'TTGCCTGGAGCCTTGAAG]
(Baptista et al., 2013). Para la amplificacion del gen rap-1 para B. caballi las
condiciones de termociclado utilizadas fueron: 25 ciclos, la temperatura de
desnaturalizacion que se utilizé fue a 95°C por 5 min, la alineacién a 95°C por 15 s
y la extension a 60°C por 15 s, 72°C por 15 s, con una extension final de 72°C por
5 min. Con los oligonucleétidos: rap-1 F [5'"GATTACTTGTCGGCTGTGTCT] para el
nPCR rap-1n de B. caballi las condiciones de termociclado utilizadas fueron: por 25
ciclos, la temperatura de desnaturalizaciéon que se utilizé fue a 95°C por 5min, la
alineacién a 95°C por 5 s y la extension a 60°C por 5 s, 72°C por 5 s, con una
extension final de 72°C por 5 min. Con los oligonucleétidos: rap-ln F
[5°"GCTAAGTACCAACCGCTGA] y rap-1n R [5"CGCCAAGTTCTCAATGTCAG]
(Schwint et al., 2008). Para la amplificacion del gen msp4 de A. phagocytophilum
las condiciones de termociclado utilizadas fueron: 35 ciclos, la temperatura de
desnaturalizacion se utilizada fue a 94°C por 30 s, la alineacion a 60°C por 30 sy la
extension a 68°C por 30 s, con una extension final de 70°C por 10 min. Con los
oligonucleotidos: msp4AP5 [5-ATGAATTACAGAGAATTGCTTGTAGG-3] vy
msp4AP33 [5-TTAATTGAAAGCAAATCTTGCTCCTATG-3] (De la Fuente et al.,
2005).

Los productos de PCR se revelaron en geles de agarosa al 1% tefiido con Gel Red
(GELRED NUCLEIC ACID GEL STAIN, 10,000X de BIOTIUM) y se visualizaron en
un transluminador ultravioleta utilizando marcador de tamafio de 1000pb [OptiDNA
Market] (Huang et al., 2010).
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5.3.4. Analisis de datos. El analisis de los datos obtenido se realizé mediante tablas

de frecuencia.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Del total de las muestras analizadas por microcopia se encontré que un 5.55%
(8/144) de ellas presentaron formaciones intraeritrociticas compatibles a
piroplasmas (Figura 3), de estas muestras positivas se obtuvo el ADN y se les
realiz6 PCR. Para la amplificacion de B. caballi y A. phagocytophilum se utilizaron
el gen rap-1y el gen msp4 respectivamente donde no se logré observar reacciones
positivas, sin embargo, al utilizar el gen ema-1 por nPCR se observaron 2
amplificaciones positivas (Figura 4) de alrededor de 229 pb para Theileria equi. En

los equinos positivos no se observaron signos clinicos.

PV o= (&

' ~ r_':l 4 ' as

Figura 3. Frotis de sangre de equino con presencia de piroplasmas dentro del

eritrocitos.

229pb
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% con marcador de 1kb (OptiDNA

Marker) en el carril 1. Amplificacion del gen ema-1 para Theileria equi carril 8 y 9.

Las piroplasmosis equinas son enfermedades que afectan a una gran cantidad de
caballos en todo el mundo; por tanto, cualquier informacién sobre la prevalencia de
esta infeccion en las poblaciones de caballos es esencial para controlar la
enfermedad y reducir las pérdidas econdmicas generadas (Montes et al., 2017).
Existen diferentes pruebas serologicas disponibles para realizar estudios
epidemioldgicos (IFAT, cELISA) e identificacion del agente (PCR) actualmente, la
Organizacién Mundial de Sanidad Animal recomienda ambas técnicas para la
importacién (OIE, 2019).

Se han publicado diversos estudios sobre la identificacion de hemoparasitos en
equinos en el municipio de Culiacan, Sinaloa (Gaxiola et al., 2001, Gaxiola et al.,
2010, Lopez et al., 2013, Zatarain et al., 2019). Gaxiola et al. (2001) reportaron la
prevalencia de hemoparasitos en equinos del 33.33% (25/75), de los cuales el 24%
(18/75) pertenece a Babesia caballi y un 9.33% (7/75) a Haemobartonella spp, en
el estudio actual se obtuvo un 5.55% donde se observa una menor frecuencia de
hemoparasitos y puede deberse a que los equinos eran animales sin signos de
enfermedad aparente y en las muestras del estudio mencionado fueron tomadas de
pacientes con signos sugerentes a piroplasmosis equina. A nivel mundial, un estudio
realizado en Cuba por Diaz-Sanchez et al. (2018) donde reportan por medio de
tincion Giemsa a eritrocitos con cuerpos de inclusion compatibles con Babesia
spp/Theileria spp (13/100) con una prevalencia del 13%. Esta prevalencia difiere
debido a que en este estudio los equinos no presentan garrapatas y el de Cuba hay
alta presencia de garrapatas. Es dificil de diagnosticar Hemoparasitos por frotis
sanguineo en los animales portadores aun en casos con enfermedad aguda o en
animales con bajo nivel de parasitemia (lowa State University, 2008). Las
discrepancias de la incidencia de la piroplasmosis equina podrian estar
relacionadas con las condiciones de alojamiento, el pastoreo y la actividad de los
caballos (Viera et al., 2013). Ademas, de las medidas para el control de estas

enfermedades y las pruebas seleccionadas para el diagnostico (Abutarbush et al.,
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2012), el clima y la fauna de garrapatas también son importantes; donde la
temperatura y/o humedad y/o precipitacion influyen en las poblaciones de
garrapatas (Steinman et al., 2012).

Lopez et al. (2013) lograron identificar la presencia de Anaplasma phagocytophilum
por nPCR en equinos de Culiacan, Sinaloa analizando un total 138 muestras
encontrando un 9.42% (13/138) positivas de las muestras analizadas, en nuestro
estudio no se encontraron formas compatibles a Anaplasma spp. Sin embargo, en
este estudio se obtuvieron dos muestras positiva a Theileria equi por PRC anidado,
lo cual coincide con el estudio de Agudelo-Ruiz et al. (2017) donde se realizé una
identificacion molecular de hemoparasitos en equinos del noroeste de Colombia, a
135 equinos donde 100% resultdé negativo para la familia Anaplasmataceae, se
describié a T. equi como el hemoparasito de mayor presencia con 13.3% (18/135)
utilizando un fragmento de 450 pb del gen 18S ribosomal de piroplasmas. Con
respecto al estudio de Vargas et al., (2004) donde implementacion de la técnica de
PCR en la identificacion de Babesia spp. en equinos provenientes de la Region
Metropolitana de Chile con y sin signologia clinica, coincide en que el piroplasma
de mayor presencia fue Theileria equi 10.78% (14/77) con respecto a 0.77% (1/77)
de Babesia caballi utilizando los genes de 16S rDNA. Baptista et al. (2013) y
Mahmoud et al. (2016), utilizaron el mismo protocolo y gen (ema-1) de este estudio

y amplificaron Theileria equi en sangre de 88 caballos y 51 burros.

Los caballos infectados por Theileria equi pueden seguir siendo portadores de por
vida, mientras que los caballos infectados por Babesia caballi la eliminan del torrente
sanguineo de 1-4 anos después de la infeccion (Salim et al., 2008). Ademas, que
los tratamientos no eliminan completamente Theileria equi de los animales (Bruning,
1996). Diversos autores (Garcia-Bocanegra et al., 2013; Aharonson-Raz et al.,
2014; Guidi et al., 2015; Bartolomé del Pino et al., 2016) sugirieron que la edad era
un factor de riesgo, ya que los animales de mayor edad pueden estar expuestos a
las garrapatas por un periodo mas largo que los animales jovenes. Sin embargo,
otros autores mostraron que no hay una relacion de prevalencia con respecto edad
(Golynski et al., 2008; Grandi et al., 2011; Hussain et al., 2014; Prochno et al., 2014).
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El presente estudio se encontrd positivos un potro de 3 afios y un adulto de 5 afios
de edad para T. equi lo que sugiere que la edad no fue un factor que influyese en el
presente estudio. El hecho de encontrarse Theileria equi presente en los equinos
de Culiacan, Sinaloa sugiere un problema, ya que existe evidencia de que los
animales infectados con Theileria equi pueden convertirse en portadores de por vida
(Brining, 1996). Con respecto a las razas Sevinc et al., (2008) en su estudio
realizado en Espafna descubridé que las razas espafolas tienen una prevalencia de
infeccidon menor que las razas no nativas, lo que sugiere que los caballos de razas

no nativas de México son mas propensos a una infeccion por Theileria equi.
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VIl. CONCLUSION

Se concluye que los equinos de Culiacan, Sinaloa presentan hemoparasitosis; al
haberse detectado en sangre Theileria equi, siendo éste el primer reporte del
piroplasmido en la region, y representa un problema en la salud animal; por lo
que se deben establecer programas sanitarios a fin de garantizar mejores
condiciones de salud y manejo permitiendo asi el correcto funcionamiento
fisiologico de los equinos, ademas, del impacto como una posible zoonosis
adquirida por la picadura de una garrapata cuando los individuos interactuan

accidentalmente con el ciclo natural de parasito en el ambiente.
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