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RESUMEN

Se llevo a cabo un estudio descriptivo de prevalencia con un enfoque transversal
centrado en la Piroplasmosis equina (Theileria equi) en el Hipédromo Presidente
Remon Cantera. El objetivo primordial fue generar informacién cientifica para
potenciar el diagndstico de Theileria equi, integrando técnicas avanzadas como la
amplificacion de &cido nucleico junto con el andlisis tradicional de frotis

sanguineos.

La muestra comprendié 40 equinos, a los cuales se les practico la extraccion de
sangre. Este procedimiento fue seguido por un procesamiento exhaustivo que
abarco cada fase de la técnica de amplificacién de acido nucleico, complementado

con el andlisis detallado de frotis sanguineos.

Los resultados no solo ofrecen una vision precisa de la prevalencia de Theileria
equi en el entorno del hipédromo, sino que también resaltan la eficacia y
complementariedad de las técnicas diagnésticas empleadas. Este enfoque
integral, que incorpora métodos convencionales y de vanguardia, contribuye
significativamente a la mejora de los protocolos de diagnéstico y, por ende, a la
gestion efectiva de la Piroplasmosis equina en poblaciones equinas criticas, como

las del &mbito deportivo.



En el andlisis especifico de la poblacién de 40 caballos, la prueba de PCR revel6
un caso positivo y 39 casos negativos. A su vez, la prueba de frotis sanguineo no
registré casos positivos, mostrando resultados negativos en todos los casos. La
conjuncién de estos resultados subraya la utilidad de la combinacion de técnicas
para una evaluacion integral y precisa de la presencia de Theileria equi en la

poblacion estudiada.
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1. INTRODUCCION

La piroplasmosis equina es una infeccion en los caballos producida por protozoos y
transmitida por garrapatas. Es posible que sea dificil diagnosticar la piroplasmosis, ya

gue puede causar signos clinicos variables y no especificos. (Cfsph(2008))

Theileria equi (T.equi) son protozoos parasitos intraeritrocitarios que causan la
piroplasmosis equina (PE). Anteriormente T. equi se designaba como Babesia equi.
Estos parasitos son transmitidos por garrapatas del género Dermacentor, Hyalomma
y Rhipicephalus, las cuales se infectan al ingerir estos protozoos que se encuentran
en la sangre de los équidos infectados. Después de la recuperacion, los caballos
pueden convertirse en portadores de estos parasitos por mucho tiempo y actuar como
fuentes de infeccion para las garrapatas, que a su vez parasitaran otros caballos.

(Cruz, F. Camino, E. 2017)

La PCR, utilizada para la identificacion del parasito en sangre periférica de caballos
infectados, es el método con mayor sensibilidad.la PCR, utilizada para la identificacion
del parasito en sangre periférica de caballos infectados, es el método con mayor

sensibilidad. (Cruz, F. Camino, E. 2017)



1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Theileria equi es un parasito obligado intraeritrocitario conocido como piroplasma,
que solo causa enfermedad a los équidos. La importancia de la piroplasmosis equina
radica en que la mayoria de los equinos que se recuperan de la enfermedad quedan
siendo portadores asintométicos dando lugar a una fuente de infeccion para otros

animales. (Gutiérrez, E. 2021).

La mayoria de los casos en donde se sospecha de la Piroplasmosis Equina suelen ser
tratados en base a la sintomatologia clinica sin recurrir a los métodos laboratoriales
para asi determinar especificamente la enfermedad, la especie de piroplasma
implicada y luego prescribir un tratamiento especifico, ya que este a su vez difiere

mucho segun de la especie a tratar.

1.2 ANTECEDENTES

Los Piroplasmas son miembros del Phylum Apicomplexa. Los géneros Babesia y
Theileria pertenecen a la familia Piroplasmidae, por lo que el término piroplasma deriva
de la similitud de la forma en que se replica este hemoparasito dentro de los eritrocitos

en forma de pera. (Trujillo, 2015)

Theileria equi era considerada una pequefia Babesia, pero en 1998 fue descrita dentro
del género Theileria debido a que se replica en primer lugar en linfocitos y

posteriormente en eritrocitos. (Trujillo, 2015)



En 1905 Koch postulé que la fiebre biliar de los caballos estaba causada por dos
patdgenos, ahora conocidos como Babesia caballi y Theileria equi. Nuttall y Strickland
en 1910 hicieron una clara distincion de la forma intraeritrocitaria de ambos

microorganismos durante sus observaciones. (Trujillo, 2015)

De los 120 millones de caballos que hay en el mundo, el 90% viven en zonas
endémicas; ademas de los gastos producidos por la mortalidad y coste de los
tratamientos, es importante la repercusion de esta enfermedad que disminuye el
rendimiento deportivo de los animales y limita el movimiento de los mismos a
concursos, competiciones internacionales y Olimpiadas, asi como en general las
restricciones de los animales positivos que afectan negativamente al comercio

internacional de équidos. (Trujillo, 2015)

Paises como Venezuela, Brasil, Colombia, Puerto Rico son consideradas zonas
endémicas a piroplasmosis con un gran numero de équidos seropositivos a T. equi y

B. caballi. (Trujillo, 2015)

En Brasil se determiné una prevalencia de un 91 % de caballos positivos a T. equi por
medio de la prueba de PCR, este trabajo se realiz6 en caballos de matadero (Bolafios

& Alexandra, 2012)

Theileria equi fue introducida a Australia entre los afios 1950 y 1960 por la importacion
de caballos Cuarto de Milla procedentes de Texas, y en 1976 se importaron caballos

de la raza Andaluz provenientes de Espafia; sin embargo, el microorganismo no se



establecio en el pais, y la infeccion a caballos nativos se dio por el uso de fomites
contaminados. (Trujillo, 2015)

Theileria equi fue introducida a los Estados Unidos (EUA) en 1959 por caballos
importados de Cuba.

En el 2008 y 2009, en Missouri y en Florida, EUA, se identificaron caballos portadores
de T. equi, siendo asociados estos brotes a caballos importados de México
involucrados en carreras ilegales; en estos casos, la transmisioén de la enfermedad se
realizé por el uso compartido de agujas y transfusiones sanguineas de caballos

seropositivos en hipoédromos no regulados. (Trujillo, 2015)

En Guatemala, un estudio realizado con PCR determind un 93,7% de caballos

positivos a T. equi (Bolafios & Alexandra, 2012)

Por otro lado, los paises que estan considerados libres de piroplasmosis equina son
Bélgica, Republica Checa, Austria y Polonia; sin embargo, animales seropositivos
identificados en paises europeos no endémicos han sido provenientes de paises
endémicos como Espafia, Italia y Francia. Han sido reportados brotes de piroplasmosis
en Alemania, Suiza y Australia debido al uso indebido de agujas e instrumental
contaminado con sangre de individuos portadores, excluyendo la transmisién por
garrapatas. De igual forma, se ha demostrado la presencia de équidos seropositivos a
T. equi en Japon, que se consideraba una region libre de esta enfermedad. (Trujillo,

2015)



1.3 JUSTIFICACION

La Piroplasmosis equina es una enfermedad de importancia sanitaria (enfermedad
frecuente en caballos que presentan un proceso grave), econdmica (con el desarrollo
del comercio internacional), y social (bajo desempefio en actividades deportivas)

(Bolafnios & Alexandra, 2012)

La Piroplasmosis equina supone un condicionante para el transito internacional de
caballos deportivos.

Segun la gravedad de la infeccidn, el dafio se manifiesta desde una disminucion en el
rendimiento fisico hasta la muerte del animal. La piroplasmosis equina presenta una
amplia distribucion y diversas caracteristicas epidemio-logicas segun la localizacion
geografica. Los equidos de biomas tropicales y subtropicales estdn constantemente
expuestos al agente patégeno, desarrollando una respuesta inmune activa. (Vargas et

al., 2004)

En la actualidad existen diversos métodos directos para el diagnéstico de la infeccién
tales como el frotis sanguineo la inoculacién experimental. Sin embargo, éstos estan
sujetos a la experiencia y criterio del profesional que los ejecuta. Entre los métodos
indirectos méas usados, existen varias pruebas serolégicas como, fijacion del

complemento, fluorescencia indirecta y ELISA. (Vargas et al., 2004)

Lo anteriormente expuesto, justifica la necesidad de una técnica que permita la

identificacion directa, rapida, especifica y sensible, capaz de diferenciar el parasito en



los equinos. A su vez, tomando en cuenta el impacto econémico, sanitario, social y de
ambito deportivo que tiene la babesiosis equina, y la disponibilidad de contar con el
PCR y el método de frotis sanguineo como herramienta de diagnéstico, el presente

trabajo se propone estudiar la prevalencia de la T. equi.



1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo General

e Generar informacion cientifica que permita mejorar el diagnostico de Theileria
equi en equinos. Asimismo, se busca estimar de manera precisa la prevalencia
de Piroplasma Equina (T. equi) en esta especie, empleando métodos
diagnosticos que incluyen la técnica de amplificacion de acido nucleico conocida
como PCR, asi como el andlisis de frotis sanguineos. Estos enfoques
combinados proporcionaran una evaluacion integral y rigurosa de la presencia
y distribucion del agente patégeno, permitiendo un diagnéstico mas completo y

preciso en beneficio de la salud y el bienestar equino.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Determinar la prevalencia de Theileria equi en caballos pura sangre de carrera
por medio del método diagnéstico de PCR.

e Determinar la prevalencia de Theileria equi en caballos pura sangre de carrera
por medio del método diagndstico de frotis sanguineo.

e Determinar el grado de concordancia entre la prueba de PCR y el Frotis

Sanguineo para el diagnéstico de Theileria equi.



1.5 HIPOTESIS

La prevalencia de Theileria equi, determinada mediante el método diagnéstico de PCR,
es significativamente mayor que la prevalencia obtenida mediante el método
diagnostico de frotis sanguineo.

La confirmacion de esta hipétesis tendria implicaciones importantes en la eleccién del
método diagndstico mas adecuado para la deteccion y monitoreo de Theileria equi en

caballos.



1.6 ALCANCE Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

1.6.1 Alcances

e Se busca contribuir en un mejor diagnéstico utilizando un método mas

sensible y confiable.

1.6.2 Limitaciones

e Carencias de kit de pruebas de PCR para la deteccion de Piroplasmosis
Equina del agente etiolégico Theilreia equi.

e Manejo en los equipos para la realizacion de las muestras de PCR.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Babesiosis Equina

También es llamado Piroplasmosis Equina y Fiebre Biliar. Las especies Babesia caballi
y Theileria equi, solos o combinados, son los protozoos responsables de esta
enfermedad.

Son transmitidas por varias especies de garrapatas del género Dermacentor,
Rhipicephalus e Hyalomma. Todos los equinos incluyendo caballos, mulas, burros y

cebras pueden ser afectados.

2.2 Agentes Etiolégicos

Los protozoos parasitos intraeritrocitarios Theileria equi (T. equi) y Babesia caballi (B.
caballi), pertenecientes al Filo Apicomplexa y al Orden Piroplasmida, son los agentes
causantes de la PE, pudiendo ambos parasitos infectar a un mismo animal al mismo
tiempo. Estos protozoos son comunmente conocidos como piroplasmas debido a que

adoptan una forma piriforme en el interior de los glébulos rojos del hospedador.

Theileria equi mide aproximadamente 2 um de largo, es basdfila, pleomérfica, mas
comunmente redonda, ovalada o piriforme, a veces en forma anular. Posee uno o
varios merozoitos, principalmente uno o cuatro; cuando se encuentran cuatro

merozoitos en un glébulo rojo se denomina “cruz de malta”.

Babesia equi fue reclasificada como Theileria equi en 1998. A través de varios estudios

se demostro la diferencia en cuanto al ciclo de vida, proteinas superficiales y el ADN



de este parasito al de los de la familia Babesidae y la similitud con los de la familia

Theileridae. (Piedrasanta & Lucia, (2009b))

2.3 Ciclo Bioldgico

Ausencia de transmision vertical y la existencia de una etapa extra eritrocitaria. Una
vez dentro del hospedador vertebrado, los esporozoitos invaden primero las células
mononucleares de sangre periférica (CMSP: macrofagos, linfocitos y monocitos)
donde ocurre la esquizogonia dando lugar inicialmente a micro y macro esquizontes y
posteriormente a merozoitos. Estos Ultimos invaden los eritrocitos y son liberados por

toda la circulacion sanguinea continuando con su ciclo biologico.

2.4 Transmisioén

Los caballos se infectan con Theileria equi cuando son parasitados por garrapatas
portadoras; estas garrapatas adquieren estos protozoos al ingerir sangre, dentro de
ella se dan varios ciclos de replicacion; las células intestinales, los ovarios y las
glandulas salivales se infectan. Se da una constante liberacién de esporozoitos en el
lumen de la glandula salival a través de la hemolinfa. Estos hemoparasitos
responsables de la Babesiosis equina son transmitidos cuando las garrapatas, ya sean

adultas o ninfas muerden a un equino, infectandolo.

El ciclo biologico de las garrapatas incluye cuatro estadios (huevo, larva, ninfa y adulto)
y la transmision de los piroplasmas equinos dentro de las garrapatas puede ocurrir de
tres formas distintas: intraestadial (tanto la adquisicion como la transmision de los

parasitos ocurren en un mismo estadio), transestadial o interestadial (la adquisicion



tiene lugar en un estadio y la transmision por los siguientes, estando presente el
parasito durante el desarrollo de la garrapata) y transovarica (las hembras son capaces
de transmitir la infeccion a la descendencia). T. equi puede transmitirse via intra y

transestadial. (Gutiérrez, E. (2021))

2.5 Vectores

Se ha descrito que la Babesiosis equina es transmitida por varias especies de
garrapatas del género Dermacentor, Rhipicephalus e Hyalomma. En el afio 2005
Russell describe a las siguientes 8 especies de garrapatas como vectores de Theileria

equi respectivamente:

e Rhipicephalus sanguineous
e Rhipicephalus evertsi

e Rhipicephalus turanicus

e Rhipicephalus bursa

e Dermacentor reticularis

e Dermacentor marginatus

e Hyalomma excavatum

e Hyalomma anatolicum. (Piedrasanta & Lucia, (2009b))

2.6 Patogénesis
Se conoce poco de la patogénesis de la Babesiosis equina. Cuando los eritrocitos son

parasitados por Theileria equi, se provoca estrés metabolico de estas células. Esto



causa hipofosfatemia y debilitamiento de las membranas de los eritrocitos resultando
en hemodlisis.

La lisis intravascular de los eritrocitos produce hemoglobinemia, hiperbilirubinemia,
ictericia, hemoglobinuria, especialmente en infecciones con Theileria equi.

Al haber menos eritrocitos circulando en la sangre se reduce la capacidad de ésta para
oxigenar a todos los tejidos del cuerpo del animal; por esto es que la respiracion y la
frecuencia cardiaca aumentan.

Las células afectadas se van juntando en pequefios vasos y capilares obstruyendo el
fluido normal de sangre predisponiendo a causar coagulopatia intravascular
diseminada (CID). Estos acumulos de eritrocitos, al ser filtrados, dafian el rifidn
pudiendo causar un fallo renal.

Debido a que el érgano encargado de remover los eritrocitos viejos, dafiados o
destruidos es el bazo, éste se encuentra agrandado.

Para T. equi el grado de parasitemia varia de 1 a 7%, siendo su maximo el 95%

(Piedrasanta & Lucia, (2009b))

2.7 Manifestaciones Clinicas

En general, el periodo de incubacién de la PE tras la picadura de una garrapata es de
7 a 22 dias, pudiendo variar de 12 a 19 dias en el caso de infecciones debidas a T.

equi. (Gutierrez, E. (2021))

2.7.1 Signos Clinicos

Los signos clinicos de la piroplasmosis son variables y no especificos.



e Laforma hiperaguda es la menos frecuente y en la mayoria de los casos los
caballos suelen encontrarse muertos o moribundos.
Los animales afectados no van a mostrar ningun tipo de signo clinico previo,
sino que tiene lugar una rapida obstruccion de los capilares por los eritrocitos
parasitados derivando en enfermedad hepética y/o renal, coagulopatia
intravascular y por consiguiente fallo multiorgdnico y muerte del animal.

(Gutiérrez, E. (2021))

e Lainfeccion aguda se caracteriza por:

Fiebre (normalmente superior a los 40°C), La fiebre es intermitente.
- Letargia

- Anorexia

- Edema en extremidades

- Petequias en membranas mucosas (tercer parpado incluido)

- Mucosas palidas o ictéricas

- Elevacién de la frecuencia cardiaca y respiratoria

- Hemoglobinuria y/o bilirrubinuria (Gutiérrez, E. (2021))

e Los caballos con PE subaguda manifiestan:

Fiebre transitoria y distintos grados de anorexia

Pérdida de peso

Edema periférico

Taquicardia, taquipnea y disminucion del rendimiento. (Gutiérrez, E.

(2021))



e Los caballos infectados crénicamente presentan:
- Signos clinicos no especificos.
- Ligera inapetencia, pérdida de peso, baja tolerancia al ejercicio,
condicién corporal deficiente y malestar.
- No suelen manifestarse signos de anemia y si se manifiestan suelen ser
muy leves. Sin embargo, la esplenomegalia es muy frecuente. (Gutiérrez,

E. (2021))

2.8 Diagnostico

2.8.1 Exdmenes de laboratorio

2.8.1.1 Método Directo

Identificacion del agente mediante microscopia

Comunmente se realiza a través de frotis de sangre periférica, fijados con metanol y
tinciones comunmente con Giemsa. El hallazgo de los protozoos depende de la fase
parasitaria en la que se encuentre y de la cantidad de eritrocitos infectados. En la
observacion al microscopio Theileria equi se observa agrupada en tétradas o en Cruz
de Malta. Con frecuencia, se puede encontrar Theileria equi en sangre durante
infecciones agudas, pero puede ser muy dificil de encontrar en los animales portadores

asintomaticos. (Gutiérrez, L. Carrillo, K. (2019))



Identificacion del agente mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR)

Es una técnica de amplificacion de secuencias especificas de ADN a partir de una
secuencia blanco, la cual presenta gran eficacia debido a su alta sensibilidad, ya que
detecta bajas parasitemias y una alta especificidad evitando los falsos positivos por
reacciones cruzadas como ocurre en las pruebas seroldgicas, debido a esto es
recomendada para identificar portadores cronicos. El tiempo de ejecucién y los altos
costos que requiere son dos inconvenientes de esta técnica, pero para la ejecucion de
la misma se puede utilizar diferentes muestras como lo son: sangre total, biopsia

ganglionar o tejidos de garrapatas. (Gutiérrez, L. Carrillo, K. (2019))

2.8.1.2. Método Indirecto

Deteccion de la respuesta inmune mediante Inmunoensayo Competitivo Ligado
a Enzimas (CELISA)

La ELISA competitiva es un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas de interaccién
primaria, que determina la concentracion de anticuerpos presentes en el suero del
animal. Esta se basa en la competencia entre los anticuerpos presentes en la muestra
y los anticuerpos marcados con una enzima presentes en el kit, por la unién con un

antigeno adherido a la fase sélida del kit. (Gutiérrez, L. Carrillo, K. (2019))

Deteccion de la respuesta inmune mediante Inmunofluorescencia Indirecta (IFl)
Es una técnica aceptada por el Cédigo Zoosanitario Internacional, por la cual se puede
realizar la deteccién de portadores latentes y cronicos, identificacion de especies y

estudios seroepidemiologicos. Esta es mas sensible y especifica que el método de



fijacion de complemento. Esta metodologia busca anticuerpos resultantes de la
respuesta inmunolégica a un patégeno. Estos son marcados con una sustancia

fluorescente que permite su cuantificacion. (Gutiérrez, L. Carrillo, K. (2019))



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Materiales para la extraccion de sangre

e Tubos de tapa morada (EDTA), Marcador con punta extrafina para la
identificacion de los tubos, alcohol regular, algodon, Jeringas de 5ml, cooler,

empaquetes de bolsas de hielos refrigerantes.

3.1.2 Materiales para el procesamiento de PCR

e Pipetas de 50 ul y 1000ul, puntas con filtro para pipetas de 1-50 ul y 100-1000
ul, tubos de microcentrifuga de 1,5 ml, gradillas, Etanol 95% (grado
molecular), Centrifuga (mini cubee), Equipo Pockit, PetNad (kit de extraccion),
Kits completos de iiPCR,(Theilleria equi) guantes sin polvo de nitrilo, papel

toalla, muestra de sangre entera.

3.1.3 Materiales para el procesamiento de frotis sanguineo
e Jeringas de 1 ml, portaobjeto, muestra de sangre entera, diff-quick, microscopio

y aceite de inmersion.

3.2 Disefio Metodoldégico

Se realizo el estudio en el Hipédromo Presidente Remén Cantera. Utilizando 40
caballos, previamente registrados, en donde se tomo en cuenta los aquellos caballos

gue presentaban sintomatologia sugestiva de Piroplasmosis Equina.



Luego se procedi6é a la toma de muestra de sangre para realizar posteriormente tanto

pruebas de PCR como frotis sanguineos con tincion de diff-quick.

3.2.1 Extraccién de Sangre

La toma de muestra se realizé en la vena yugular, con el caballo previamente sujetado,
La sangre se obtiene de la vena yugular, situada en la gotera de la yugular, la puncion
se localiza entre el primer y segundo tercio del cuello. Para ello se presiona la base
del cuello para ingurgitar la yugular y se procede a introducir la aguja con un angulo

de 45° respecto a la vena. (Pizzarello, S. 2013)

3.2.2 Identificacién del agente (Theileria equi) mediante la Reaccion en Cadena

de la Polimerasa (PCR)

El ensayo se basa en iiPCR para la deteccion cualitativa de Theileria equi.

La quimica de hidrdlisis de la sonda fluorogénica se utiliza para generar una sefal
fluorescente cuando se amplifica una secuencia de acido nucleico especifica de T.
equi. Los cebadores y las sondas se dirigen al gen del antigeno 1 del merozoito equino
de Tehileria equi, y no reaccionan con el ADN gendmico y los acidos nucleicos del

huésped de otros patdgenos.

El procedimiento de amplificacion de acido nucleico mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) se llevé a cabo siguiendo un protocolo estandar y riguroso. A

continuacion, se describe de manera detallada cada etapa del proceso:



8.

9.

Uso del kit de preparacion conjunta de acidos nucleicos PetNAD

Se afadio 200 ul de sangre entera en un tubo de microcentrifuga limpio de 1,5
ml con 600 ul de PBL1.

Se mezclo bien durante 1 minuto.

Se afiadio 600 ul PB2 (con etanol) en el tubo.

Se mezcl6 bien durante 10 segundos.

Se coloco la columna de centrifugacion a un tubo de recogida.

Se transfirié 600 ul de la mezcla al conjunto de la columnay el tubo de recogida.
Se centrifugd por 1 minuto y deseche el flujo a través de recogida de y se volvid
a montar el tubo de recogida en la columna de centrifugacion.

Se afiadio 600 ul PB3 (con etanol) en la columna y tubo de recogida.

Se centrifug6 por 1 minuto y desecho el flujo.

10. Se afiadioé 600 ul PB4 (con etanol) en la columna y tubo de recogida.

11. Se centrifug6 por 1 minuto y desechd el flujo continuo.

12. Se centrifug6 por otros 3 minutos para remover el residuo del etanol.

13. Se transfirié la columna de centrifugacion a un tubo limpio de microcentrifuga

de 1.5 ml.

14.Se afadié 200 ul PB5 en la columna de centrifugacion. Se incuba a temperatura

ambiente por 1 minuto.

15.Se Centrifugd por 1 minuto para eluir los acidos nucleicos en el tubo de

microcentrifuga de 1.5 ml.

16.Se desechod la columna de centrifugacion y proceda al andlisis de iiPCR del

extracto de acido nucleico dentro de 1 hora.



Uso POCKIT™ Set de reactivos de Theileria equi

Nota: Antes de preparar las reacciones para las pruebas de iiPCR se enciende el

POCKIT™ Analizador de Acidos Nucleicos para iniciar la calibracién del

instrumento. El dispositivo completa su autocomprobacion en 5 minutos.

1.

2.

Se etiqueta el tubo R en el area de etiquetado.

Se prepara una premezcla para cada muestra. (los tubos de premezcla estan
en el paquete de premezcla, cada paquete de premezcla contiene 8 tubos
premezcla.)

Nota: Cuando el pellet no se encuentra en la parte inferior del tubo,
centrifugar brevemente el tubo para bajarla.

Se afiadio 50 ul Tampdn de premezcla para cada tubo de premezcla.

Se fiadi6 5 ul del extracto de acido nucleico o Control P (+) disuelto a cada tubo
de premezcla. Mezclar cada tubo de premezcla en una minicentrifuga (como
cubee™ Mini-Centrifuga).

Se transfiere 50 ul Premezcla/muestra al tubo R.

Sellar la parte superior de cada tubo R-tubo con un tapén. Asegurese que el
tubo R se tape herméticamente.

Se colocé el tubo R en el soporte de POCKIT™ Analizador de Acido Nucleico.
Centrifugar brevemente en el cubee™ Mini-Centrifugado para asegurarse de
gue toda la solucion se encuentre en la parte inferior del tubo R.

Nota: Asegurese de que no hay burbujas en la solucién.

Nota: Iniciar la reaccién dentro de 1 hora para reducir la degradacién del

acido nucleico y una reaccion no especifica.



e POCKIT™ Reaccién Acido Nucleico:

a. Seleccionar"520 nm".

b. Cuando se muestra "System Ready”, se coloca el soporte con el tubo R en la
camara de reaccion.

c. Se toca cada tubo R-para asegurarse que el tubo esté posicionado
correctamente.

d. Se cierra la tapa y pulse "Run" para iniciar el programa de la reaccion.

e. Los resultados del ensayo se muestran en el monitor después de la reaccion se

complete.

3.2.3 Identificacidon del agente (Theileria equi) mediante el Frotis Sanguineo con
tinciéon de Diff-Quick

Con la ayuda de una jeringa de 1 ml, se extrae una muestra de sangre del tubo de
recoleccion previamente homogeneizado mediante un ligero movimiento. A
continuacion, se deposité una gota de sangre en el extremo proximal del portaobjeto
inclinado a 45 grados, en su parte central, lo que genera una linea vertical a lo largo
del portaobjeto. Luego, utilizando otro portaobjeto estéril, se realiza un contacto firme
en un angulo de 45 grados sobre la superficie donde se deposita la sangre, permitiendo
gue esta se expanda y forme una capa delgada y homogénea.

La muestra de sangre extendida en el portaobjeto se deja secar a temperatura
ambiente durante uno o dos minutos, y posteriormente se procede a realizar la
coloracién utilizando la tincion de Diff-Quick, con el objetivo de facilitar la observacion

del agente etioldgico. (Sanchez, A. Arias, L. Perera, R. Gonzalez, B. 2020)



Se utilizara la tincion de Diff-Quick se trata de unatincion de tres reactivos:
e Fijador, que es un tipo de alcohol.
e Colorante acido: eosina. Tifie partes basicas como el citoplasma.
e Colorante basico: azul de metileno. Tifie partes acidas como el nacleo.
Se debe seguir un protocolo de tincion siempre. Ademas, hay que llevar un control de
cuidado en los tintes: se deben filtrar para retirar los precipitados. Los botes se deben
cerrar siempre para evitar la evaporacion, especialmente del fijador. (Ifevet Streaming
Auxiliares, 2021)
Los pasos basicos para realizar un frotis sanguineo con la tincion Diff-Quik:
1. Preparacion de la Muestra:
« Se colocd una gota de sangre fresca en un extremo de un portaobjetos
de vidrio limpio y seco.
2. Extension del Frotis:
e Se uso otro portaobjetos de vidrio para extender la sangre desde el
extremo donde colocaste la gota hasta el otro extremo del portaobjetos.
« Laextension debe ser uniforme, creando un frotis delgado y homogéneo.
3. Secado:
o Sedejo secar el frotis al aire por unos minutos. No se utilizé calor externo,
ya que podria afectar la calidad de las células.
4. Fijacion:
e Se sujet6 el portaobjetos por el extremo no manchado y se sumergio
rapidamente en el fijador Diff-Quik durante 10-15 segundos.

5. Tincién:



e Se sumergié el portaobjetos en el colorante acido durante 5-10
segundos.
« Se lavo el portaobjetos en agua corriente.
6. Contratincion:
e« Se sumergié el portaobjetos en el colorante basico durante 5-10
segundos.
« Se lavo el portaobjetos nuevamente en agua corriente.
7. Secado Final:
o Deja secar completamente el portaobjetos al aire.

Por ultimo, se procedi6 a la observacion microscopica de los frotis realizados.

3.2.4. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

La evaluacién estadistica de los datos se realiz6 mediante tablas utilizando el
programa Microsoft Excel de Windows. El andlisis comenz6 con una estadistica
descriptiva, donde los valores de las variables del PCR y del frotis sanguineo se
expresaron en términos numeéricos. Estos valores se calcularon en porcentajes,
diferenciando positivos de negativos, para ofrecer una vision integral y cuantitativa de
la presencia de Theileria equi en la muestra estudiada. Este enfoque estadistico
proporciona una base sélida para comprender la distribucion y prevalencia de Theileria

equi, fundamentando de manera rigurosa las conclusiones derivadas del estudio.

3.2.4.1 Calculo de la prevalencia de la poblacion

En este caso, se tuvo 1 caso positivo en una poblacion de 40 caballos, la prevalencia

seria:



Prevalencia= (1/40)x100

Prevalencia=2.5%

Por lo tanto, la prevalencia de la piroplasmosis de Theileria equi en este ejemplo

seria del 2.5%.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados obtenidos de las muestras por Edad

Se llevé a cabo un muestreo especifico por edades en una poblaciéon de 40 caballos,
evidenciando que el 47% de los equinos en el estudio tenian 2 afios, mientras que solo

un 3% correspondia a caballos de 7 afios.

Resultados obtenidos de las muestras por Edad

Edad (Afo) # %

1 Afio 0 0%

2 Afo 19 47%
3 Afio 7 17%
4 Afio 3 7%

5 Ao 7 18%
6 Afo 3 8%

7 Ao 1 3%
Total 40 100%

Tabla 1: Porcentaje Resultados obtenidos de las muestras por Edadl
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Gréfica 1: Representacion grafica de los valores en porcentaje de los

Resultados obtenidos de las muestras por Edades

4.2 Resultados obtenidos de las muestras por Género

Se llevd a cabo un muestreo especifico por género en una poblacion de 40 caballos
con el fin de identificar las proporciones de hembras y machos. Los resultados
muestran que el 38% de los caballos en el estudio fueron hembras, mientras que el

68% fueron machos.

Resultados obtenidos de las muestras por Género

Resultados # %
Hembras 15 38%
Machos 25 62%
Total 40 100%

Tabla 2: Porcentaje de Resultados obtenidos de las muestras por Género
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Gréfica 2: Representacion grafica de los valores en porcentaje de los

Resultados obtenidos de las muestras por Género

4.3 Resultados obtenidos a través del PCR

Se realizd una prueba especifica para detectar Theileria en una poblacién de 40
caballos, revelando un resultado positivo en uno de los animales y negativo en los 39

restantes.

Resultados obtenidos a través del PCR

Theileria equi
Resultados # %
Positivos 1 2%
Negativos 39 98 %
Total 40 100%

Tabla 3: Porcentajes de resultados positivos vs negativos a través del PCR



PCR de Theileria equi
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Gréfica 3: Representacion gréfica de los valores en porcentaje de los caballos

positivos vs negativos através del PCR

4.4 Resultados obtenidos a través del frotis sanguineo

Se llevo a cabo una prueba especifica para detectar Theileria en una poblacion de 40
caballos, mostrando resultados negativos en todos los casos, sin ningun positivo

registrado.

Resultados obtenidos a través del Frotis sanguineo

Resultados # %
Positivos 0 0%
Negativos 40 100%

Total 40 100%

Tabla 4: Porcentajes de resultados positivos vs negativos a través del frotis

sanguineo



Frotis Sanguineo de Theileria equi
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Gréfica 4: Representacion grafica de los valores en porcentaje de los caballos

positivos vs negativos a través del frotis sanguineo

4.5 Resultados obtenidos a través del PCR vs Frotis Sanguineo

Se realiz6 una prueba especifica para detectar Theileria en una poblacion de 40
caballos, evidenciando resultados negativos en todos los casos mediante frotis
sanguineo. Sin embargo, al aplicar la prueba de PCR, se obtuvo un resultado de 39

caballos negativos y 1 caso positivo.

Resultados PCR (1) % Frotis Sanguineo (2) %
Positivos 1 2% 0 0%
Negativos 39 98% 40 100%

Total 40 100% 40 100%

Tabla 5: Porcentajes de resultados obtenidos del PCR vs Frotis Sanguineo
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Grafica 5: Representacion grafica de los valores en porcentaje de los

resultados obtenidos del PCR vs Frotis Sanguineos




4.6 DISCUSION

La investigacion sobre la prevalencia de la Piroplasmosis equina en el Hipédromo
Presidente Remoén Cantera revela una interesante combinacién de resultados al

emplear las técnicas de PCR y frotis sanguineo como métodos diagnosticos.

La Piroplasmosis equina, causada por el protozoo hemoparasito Theileria equi, es una
enfermedad importante en equinos. Dicha infeccidon se transmite principalmente por

garrapatas del género Rhipicephalus, que actian como vectores.

Desde una perspectiva epidemioldgica, la distribucibn de Theileria equi esta
relacionada con la presencia de garrapatas y las condiciones climaticas favorables
para su propagacion. Estudios han destacado la importancia de entender los factores

ambientales y geogréficos que influyen en la prevalencia de la enfermedad.

El diagnostico de Theileria equi ha evolucionado con la introduccion de técnicas mas
sensibles y especificas, incluyendo la microscopia, pruebas serolégicas y moleculares.
La eleccién del método de diagnéstico puede depender de la etapa de la infeccién y la
disponibilidad de recursos, subrayando la necesidad de enfoques integrales. (Y.

Tamzali, 2013)

En primer lugar, la aplicacion de la prueba de PCR revel6 un resultado positivo en uno
de los 40 caballos evaluados. Este hallazgo indica la presencia de Theileria equi en al

menos el 2.5% de la poblacion estudiada. La sensibilidad y especificidad de la PCR



hacen de este método una herramienta eficaz para la identificacion precisa del agente
etiologico. Sin embargo, la baja prevalencia detectada sugiere una posible baja

incidencia de la infeccion en la poblacion del Hipédromo.

La PCR permite la deteccién del ADN del parasito. También se ha demostrado en
muchos estudios que es mas sensible que los frotis de sangre para el diagndstico de

infecciones inaparentes (Y. Tamzali, 2013).

Contrastando con estos resultados, la prueba de frotis sanguineo no reveld ningun
caso positivo. Este método, aunque ampliamente utilizado, puede presentar
limitaciones en términos de sensibilidad, especialmente en casos de baja parasitemia
o infecciones cronicas. La falta de positivos en el frotis sanguineo podria indicar que
la carga parasitaria en la poblacion es baja o que el método podria no ser tan sensible
como la PCR.

El Frotis de sangre es un importante examen microscopico cuidadoso de los frotis de
sangre tefildos con Giemsa, Wright o Diff-Quick porque el nivel de parasitemia pueden
ser muy bajos incluso en casos agudos. En T. equi las infecciones por lo general oscila
entre el 1% y el 7%, pero puede exceder el 20% (Rothschild y Knowles 2007;
Donnellan y Marais 2009) y alcanzar el 80% en casos graves (Friedhoffet al.

1990).

Los parasitos aparecen con un citoplasma tefiido de azul palido que contiene
cromatina tefiida de rojo y una vacuola central.En T. equi los trofozoitos son

organismos predominantemente ovalados de hasta 3 metrometro. En T. equi los



merozoitos suelen presentarse como 4 parasitos piriformes, 1,5 metrometro de largo,

en una caracteristica formacion de cruz de Malta (Y. Tamzali, 2013).

En los portadores crénicos o no aparentes, el examen del frotis de sangre puede no
ser Util porgue el nivel de parasitemia puede ser muy bajo.
Dada la dificultad en la deteccion sanguinea de los parasitos, se han desarrollado

métodos seroldgicos para el diagnostico.

En el tercer escenario, donde el frotis sanguineo mostré resultados negativos, pero la
PCR revel6 un caso positivo, surge la interrogante sobre la sensibilidad de las pruebas
convencionales frente a las técnicas moleculares mas avanzadas. Este resultado
puede indicar la presencia de una carga parasitaria baja que no fue evidente en el frotis
sanguineo pero que fue detectada por la PCR, subrayando la utilidad de las técnicas
de biologia molecular para la deteccién temprana de patdgenos en situaciones de baja

carga parasitaria.

La determinacion de la prevalencia de Piroplasmosis equina en el Hipdédromo
Presidente Remoén Cantera mediante PCR vy frotis sanguineo resalta la utilidad de
combinar multiples enfoques diagnésticos. La baja prevalencia general detectada
sugiere una situacion relativamente controlada, pero la identificacion de un caso
positivo por PCR subraya la importancia de mantener una vigilancia continua para
prevenir la propagacion y garantizar la salud equina en la clinica veterinaria

APROTUREF del Hipédromo Presidente Remén Cantera.



Con este estudio realizado podemos afirmar que la prueba de PCR es mas especifica
para la deteccién y el diagnostico de theileria equi, con este estudio podremos brindar
mayor informacion a los Médicos Veterinarios sobre la eficacia del PCR y frotis

sanguineo.



5. CONCLUSIONES

Los resultados revelaron que la prueba de frotis sanguineo no identificd ningun
caso positivo, pero el PCR mostré un resultado positivo en uno de los 40

caballos evaluados.

La prevalencia general de Piroplasmosis Equina en la poblacién estudiada se
encontrd relativamente baja, con solo un caso positivo detectado mediante
PCR, esto pudiendo indicar que la infeccibn puede no ser endémica en el
hipédromo, la presencia de al menos un caso sugiere que la enfermedad aun

puede representar un riesgo.

La combinaciéon de la PCR vy el frotis sanguineo resalta la importancia de la
complementariedad de los métodos diagnosticos, esta diferencia destaca la
importancia de utilizar multiples enfoques diagnésticos para obtener unaimagen

mas precisa y completa de la situacion epidemiolégica.

Los resultados obtenidos a través de esta investigacion brindan una vision
integral de la prevalencia de Theileria equi en el Hipédromo Presidente Remén
Cantera, apuntando hacia la importancia de estrategias de diagndstico y control

efectivas para salvaguardar la salud de los caballos en este entorno especifico.



6. RECOMENDACIONES

Basado en los hallazgos de este estudio, se derivan las siguientes recomendaciones

para fortalecer las practicas de diagndstico y gestion de la Piroplasmosis Equina en el

Hipédromo Presidente Remoén Cantera:

Implementacion de Programas de Monitoreo Continuo: Dada la deteccidn de un
caso positivo mediante PCR, se recomienda establecer programas regulares de
monitoreo que incluyan pruebas de PCR para identificar posibles portadores
asintomaticos. Este enfoque permitird una intervencion temprana y efectiva.
Refuerzo de Medidas Preventivas: A raiz del caso positivo identificado, se insta
a fortalecer las medidas preventivas, como el control de vectores, manejo
adecuado de desechos y préacticas de bioseguridad. Esto ayudara a prevenir la
propagacion de la piroplasmosis equina en el entorno del hipddromo.
Capacitacion del Personal Veterinario: Es crucial capacitar al personal
veterinario en la interpretacion de resultados de PCR vy frotis sanguineo. Esto
facilitara una respuesta rapida y precisa ante resultados positivos, garantizando
la implementacion adecuada de medidas de control y tratamiento.

Revision de Estrategias de Diagndstico: La discrepancia entre los resultados de
PCR vy frotis sanguineo sugiere la necesidad de revisar y ajustar las estrategias
de diagnéstico. Se sugiere considerar la posibilidad de utilizar métodos
adicionales o combinados para mejorar la sensibilidad y especificidad del

diagndstico.



Establecimiento de Registros Epidemiolégicos: Se recomienda mantener
registros epidemiolégicos detallados para cada caballo en el hipédromo. Esto
facilitara un seguimiento continuo de la salud equina, permitiendo identificar
patrones y responder proactivamente a cambios en la prevalencia de
enfermedades.

Colaboracion con Instituciones Veterinarias: Fomentar la colaboracién con
instituciones veterinarias externas para compartir informacion y experiencias.
Esto permitira acceder a recursos adicionales y conocimientos especializados

gue contribuyan a mejorar las practicas de manejo y diagnéstico.



7. BIBLIOGRAFIAS CONSULTADAS

Bartolomé Del Pino, L, E. (2017). Situacion epidemiolégica y clinica de la
piroplasmosis equina en areas endémicas como la peninsula italica e ibérica.
tesis doctoral. Universidad Complutense de Madrid. Facultad de Veterinaria.
Departamento de Sanidad Animal.

https://eprints.ucm.es/id/eprint/45711/1/T39447 .pdf

Bolafos, V., & Alexandra, C. (2012). Seroprevalencia de Piroplasmosis equina
en caballos mantenidos en cuadra y caballos destinados a matadero en Costa

Rica. https://repositorio.una.ac.cr/handle/11056/12955

Cfsph(2008) Piroplasmosis Equina. The center for food security & public health

https://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/es/piroplasmosis equina.pdf

Cruz, F. Camino, E. (2017). Piroplasmosis equina. Revista VISAVET

Divulgacion. https://www.visavet.es/es/articulos/piroplasmosis-equina.php

Gutiérrez, L. Carrillo, K. (2019). Diagnéstico de Theileria equi y Babesia caballi
en equinos y mulares del municipio de Quetame, Cundinamarca (Colombia).

https://repositorio.unicolmayor.edu.co/bitstream/handle/unicolmayor/3634/DIA

GNOSTICO%20DE%20Theileria%20equi%20Y%20Babesia%20caballi%20EN

%20EQUINOS%20Y%20MULARES%20DEL%20MUNICIPIO%20QUETAME

%2C%20CUNDINAMARC-3-90.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Gutiérrez, E. (2021). Estrategias para la prevencién y el control de Theileria equi
y Babesia caballi en la poblacion de équidos de Espafia. Tesis Doctoral.

Universidad Complutense de Madrid Facultad de Veterinaria


https://eprints.ucm.es/id/eprint/45711/1/T39447.pdf
https://repositorio.una.ac.cr/handle/11056/12955
https://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/es/piroplasmosis_equina.pdf
https://www.visavet.es/es/articulos/piroplasmosis-equina.php
https://repositorio.unicolmayor.edu.co/bitstream/handle/unicolmayor/3634/DIAGNÓSTICO%20DE%20Theileria%20equi%20Y%20Babesia%20caballi%20EN%20EQUINOS%20Y%20MULARES%20DEL%20MUNICIPIO%20QUETAME%2C%20CUNDINAMARC-3-90.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://repositorio.unicolmayor.edu.co/bitstream/handle/unicolmayor/3634/DIAGNÓSTICO%20DE%20Theileria%20equi%20Y%20Babesia%20caballi%20EN%20EQUINOS%20Y%20MULARES%20DEL%20MUNICIPIO%20QUETAME%2C%20CUNDINAMARC-3-90.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://repositorio.unicolmayor.edu.co/bitstream/handle/unicolmayor/3634/DIAGNÓSTICO%20DE%20Theileria%20equi%20Y%20Babesia%20caballi%20EN%20EQUINOS%20Y%20MULARES%20DEL%20MUNICIPIO%20QUETAME%2C%20CUNDINAMARC-3-90.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://repositorio.unicolmayor.edu.co/bitstream/handle/unicolmayor/3634/DIAGNÓSTICO%20DE%20Theileria%20equi%20Y%20Babesia%20caballi%20EN%20EQUINOS%20Y%20MULARES%20DEL%20MUNICIPIO%20QUETAME%2C%20CUNDINAMARC-3-90.pdf?sequence=1&isAllowed=y

https://eprints.ucm.es/id/eprint/73044/1/T43275.pdf

Ifevet Streaming Auxiliares. (2021). El frotis sanguineo: preparacion,
identificacion 'y  recuento  celular. Ifevet  Streaming  Auxiliares.

https://aux.streaming.ifevet.com/el-frotis-sanguineo-preparacion-identificacion-

y-recuento-celular/

Piedrasanta & Lucia. (2009). Concordancia entre la Prueba de cElisa y el Frotis
Sanguineo como Método Diagndstico para Babesiosis Equina (Babesia caballi
y Theileria equi). Tesis Presentada a la Honorable Junta Directiva de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala.

https://core.ac.uk/download/pdf/35293761.pdf

Sanchez, A. Arias, L. Perera, R. Gonzalez, B. (2020). Piroplasmosis equina.
Revista de Salud Animal, 42(1)

http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci arttext&pid=S0253-

570X2020000100002&Ing=es&tlng=es

Tamzali, Y (2013). Equine piroplasmosis: an update review

https://www.researchgate.net/publication/257243342 Equine Piroplasmosis

Trujillo, M, A. (2015). Seroprevalencia y factores de riesgo asociados a
piroplasmosis en équidos de tres regiones en el estado de Veracruz, México.
tesis propuesta al colegio de profesores del posgrado de la facultad de medicina
veterinaria y zootecnia de la universidad veracruzana.

https://cdigital.uv.mx/bitstream/handle/123456789/39902/AlvaTrujilloMiriam.pdf

?sequence=3&isAllowed=y



https://eprints.ucm.es/id/eprint/73044/1/T43275.pdf
https://aux.streaming.ifevet.com/el-frotis-sanguineo-preparacion-identificacion-y-recuento-celular/
https://aux.streaming.ifevet.com/el-frotis-sanguineo-preparacion-identificacion-y-recuento-celular/
https://core.ac.uk/download/pdf/35293761.pdf
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0253-570X2020000100002&lng=es&tlng=es
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0253-570X2020000100002&lng=es&tlng=es
https://www.researchgate.net/publication/257243342_Equine_Piroplasmosis
https://cdigital.uv.mx/bitstream/handle/123456789/39902/AlvaTrujilloMiriam.pdf?sequence=3&isAllowed=y
https://cdigital.uv.mx/bitstream/handle/123456789/39902/AlvaTrujilloMiriam.pdf?sequence=3&isAllowed=y

e Vargas, D., Bonet, R. C., Oliva, P., & Campano, S. (2004). Implementacion de
la técnica de PCR en la identificacion de Babesia ssp en equinos. Parasitologia

latinoamericana, 59(3-4). https://doi.org/10.4067/s0717-77122004000300017



https://doi.org/10.4067/s0717-77122004000300017

