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Estudio de prevalencia de Babesia y Theileria en la especie equina.
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Estudio de prevalencia de Babesia y Theileria en la especie equina.

1. RESUMEN /SUMMARY

La piroplasmosis es un proceso parasitario producido por dos especies de protozoos
intraeritrocitarios, Babesia caballi y Theileria equi, y transmitido por garrapatas. Tiene
implicaciones clinicas y socioecondmicas, que abarcan desde los costes de tratamiento,
pérdida de rendimiento o muerte de los animales, hasta restricciones en exportaciones y en la
participacién de eventos deportivos. Se trata ademas de una enfermedad de obligada

notificacién ante la Organizacion Mundial de la Sanidad Animal (OIE).

Distribuida ampliamente por todo el mundo, tiene una mayor incidencia en areas
tropicales, subtropicales y climas templados. Espafia es una zona endémica de piroplasmosis y
los datos de prevalencia existentes son escasos. El objetivo de este trabajo es obtener datos de

prevalencia de B. caballiy T. equi de la zona del norte peninsular.

Se han estudiado 50 muestras de sangre de animales obtenidas del matadero de Zaragoza,
y procedentes de explotaciones carnicas de la Cornisa Cantabrica y Pirineos. Los sueros se han
analizado mediante la técnica seroldgica de inmunofluorescencia indirecta (IFl), técnica

recomendada por la OIE.

Los resultados reflejan un 50% de positividad para B. caballi, un 30% para T. equi y un 16%
para las infecciones mixtas. Se trata de altas prevalencias, en especial la obtenida para B.
caballi. La prevalencia de B. caballi, asi como los titulos serolégicos obtenidos en los animales
parasitados por esta especie son superiores a los obtenidos con T. equi. Entre los distintos
factores analizados, la edad es un factor que ha podido condicionar el resultado de
seroprevalencia obtenido para ambos parasitos. Sin embargo, no se ha demostrado que el

sexo o la aptitud hayan influido en la prevalencia obtenida en el presente estudio.

SUMMARY

Piroplasmosis is a parasitic process produced by two species of intraerythrocyte protozoa,
Babesia caballi and Theileria equi, and transmitted by ticks. It has clinical and socio-economic
implications, ranging from treatment costs, loss of performance or death of animals, to
restrictions on exports and participation in sporting events. It is also a notifiable disease to the

World Organisation for Animal Health (OIE).
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Widely distributed throughout the world, it has a higher incidence in tropical, subtropical
and temperate climates. Spain is an endemic zone of piroplasmosis and existing prevalence
data are scarce. The objective of this work is to obtain prevalence data for B. caballi and T.

equi from the northern peninsular area.

Fifty blood samples from animals obtained from the Zaragoza slaughterhouse and from
meat farms in the Cantabrian Coast and the Pyrenees have been studied. The sera were
analysed using the serological technique of indirect immunofluorescence (IFAT), a technique

recommended by the OIE.

The results reflect 50% positivity for B. caballi, 30% for T. equi and 16% for mixed
infections. These are high prevalences, especially that obtained for B. caballi. The prevalence
of B. caballi, as well as the serological titres obtained in animals parasitized by this species are
higher than those obtained with T. equi. Among the different factors analyzed, age is a factor
that may have conditioned the seroprevalence result obtained for both parasites. However, it
has not been demonstrated that sex or aptitude have influenced the prevalence obtained in

this study.

2. INTRODUCCION

La piroplasmosis es un proceso parasitario producido por dos especies de protozoos
intraeritrocitarios, Babesia caballi y Theileria equi, y transmitido por garrapatas. Puede afectar
a caballos, mulas, burros y cebras (de Waal, 1992). Esta enfermedad también es conocida
como malaria equina, fiebre biliar equina, babesiosis equina y theileriosis equina (Mehlhorn

and Schein, 1998).

Las pérdidas econdmicas asociadas a la piroplasmosis son significativas, incluyen el coste
del tratamiento, abortos, perdida de rendimiento deportivo, muerte en algunos casos,
restricciones en la participacion en eventos deportivos ecuestres y limitaciones en la
exportaciéon de animales a paises libres de la enfermedad (Kerber, 1999). Esto tiene una
importancia especial en el caso de Espafia debido a que un gran nimero de caballos (muchos
de ellos Pura Raza Espafiol) son exportados a paises libres de piroplasmosis, por lo tanto, las
altas prevalencias de la enfermedad dificultan la venta de estos animales al extranjero (Real

Federacion Hipica Espafiola, 2013).
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Los protozoos de los géneros Babesia y Theileria pertenecen a la familia Babesidae vy
Theileridae respectivamente, y ambos forman parte del orden Piroplasmida. No existe
inmunidad cruzada entre B. caballi y T. equi (Maurer, 1962), aunque algunos autores sefialan
gue un animal infectado por B. caballi, genera inmunidad frente a T. equi, pero si por el

contrario, se infecta por T. equi, no presenta inmunidad frente a B. caballi (Taylor et al., 2013).

Los animales infectados por T. equi permanecen seropositivos de por vida,
independientemente de si los signos clinicos se resuelven naturalmente o en respuesta al
tratamiento farmacoldgico. Por otro lado, los infectados por B. caballi se mantienen

seropositivos hasta 4 afios tras la infeccién (de Waal, 1992).

Los pardsitos son transmitidos principalmente por garrapatas de la familia Ixodidae,
aunque se han observado casos en los que la transmision se produce de forma mecanica por
medio de agujas contaminadas o por via sexual, en el caso de semen contaminado. También se
ha descrito la transmision transplacentaria en infecciones causadas por T. equi (Georges et al.,

2011).

La piroplasmosis es una enfermedad de obligada notificacién ante la Organizacion Mundial
de la Sanidad Animal (OIE), y los veterinarios que detecten un caso deben seguir las pautas
nacionales y/o locales para la notificacion. Para el diagnostico, se recomienda realizar las
pruebas laboratoriales reflejadas en el Cdédigo Sanitario para los Animales Terrestres de la OIE
(Center for Food Security & Public Health, 2008). Otro de los aspectos importantes a tener en
cuenta es que puede suponer un problema de salud publica. Esto se debe a que algunas
especies de Babesia y Theileria ocasionalmente pueden infectar especies distintas a las de su
huésped natural, incluidos los humanos. Hasta el momento, los patégenos con mayor
importancia para los humanos son los bovinos (B. divergens) en Europa y las especies de
roedores (B. microti) en EEUU. A pesar de que la babesiosis humana no esta completamente
descrita y no se considera una zoonosis de mayor importancia, es posible que B. caballiy T.
equi hayan estado involucradas en algunas infecciones en seres humanos (Center for Food

Security & Public Health, 2008).

2.1. Prevalencia

La distribucidn de este proceso esta ligada por lo tanto, a la presencia del vector y aunque
se han descrito casos clinicos de piroplasmosis en todos los continentes, la enfermedad es

endémica en areas tropicales, subtropicales y en zonas templadas, entre las que se encuentra
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Espafia (Brining, 1996). En la Tabla 1 se presentan distintos estudios en los que se recogen

datos de prevalencia a nivel mundial.

Tabla 1. Datos de prevalencia de B. caballiy T. equi.

Pais Técnica B. caballi T. equi Referencias
diagnostica (*)
Portugal ELISA 11,7% 19,1% (Ribeiro et al., 2013)
Francia PCR 1,2% 80% (Fritz, 2010)
Italia IFI 1,9% 32,2% (Sgorbini et al., 2015)
ELISA 8,9% 39,8% (Bartolomé Del Pino et al., 2016)
PCR 10,3% 70,3% (Bartolomé Del Pino et al., 2016)
Grecia ELISA 1,1% 9,2% (Kouam et al., 2010)
Holanda IFI 3% 1% (Butler et al., 2012)
PCR - 1,6% (Butler et al., 2012)
Suiza IFI 1,5% 4,4% (Sigg et al., 2010)
Turquia IFI 9,6% 12,8% (Karatepe et al., 2009)
ELISA 0% 56,8% (Kurt and Yaman, 2012)
PCR 0% 8,8% (Guven et al., 2017)
Egipto IFI 17% 23,9% (Mahmoud et al., 2016)
ELISA 0% 14,8% (Mahmoud et al., 2016)
PCR 19,3% 36,4% (Mahmoud et al., 2016)
Brasil IFI 83% 91% (Heim et al., 2007)
ELISA 69,2% 78,3% (Vieira et al., 2013)
PCR 12,5% 59,7% (Heim et al., 2007)
Méjico IFI 27,4% 45,2% (Cantd-Martinez et al., 2012)
Venezuela ELISA 23,2% 14% (Rosales et al., 2013)
PCR 4,4% 61,8% (Rosales et al., 2013)
China ELISA 51,16% 11,51% (Wang et al., 2014)
India ELISA 1,11% 75% (Sumbria et al., 2016)

(*) IFI: Inmunofluorescencia indirecta, ELISA: Enzimoinmunoanalisis y PCR: Técnica de reaccidén en cadena de la
polimerasa.

Como se puede observar en la tabla, se aportan valores muy variables entre paises y
estudios realizados. En general, la prevalencia obtenida para T. equi es superior a la obtenida
para B. caballi, en especial en los estudios realizados en Francia, en Italia y en la India. Los
estudios se han realizado mediante las técnicas diagndsticas IFl, ELISA como pruebas indirectas
y PCR como prueba directa. En general, utilizando la técnica de IFl, los resultados son

ligeramente superiores.

En Espafia, hay estudios que recogen la prevalencia del proceso en las zonas centrales, del

suroeste y del noroeste de la peninsula.

De forma global, sin especificacion de regiones, hay tres estudios que dan datos de

prevalencias en todo el territorio espafiol. Establecen una seroprevalencia del 20,74% y del
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44,55% para B. caballi y para T. equi respectivamente (Montes Cortés et al., 2017). Otros
autores obtienen unos resultados del 4,6% para B. caballiy del 22,6% para T. equi (Camino et
al., 2018). Recientemente otro estudio sefiala que las prevalencias son del 29,4% y del 66%

para B. caballiy para T. equi respectivamente (Montes Cortés et al., 2019).

En la zona central del territorio nacional, existen datos de Madrid, Castilla la Mancha y
Castilla y Ledn. En Madrid, hay dos estudios que han establecido prevalencias de ambos
parasitos. Los resultados no difieren mucho de un estudio a otro, la seroprevalencia es de un
14,1% para B. caballi, 32,37% para T. equi y 8,33% para las infecciones mixtas (Montes Cortés
et al., 2017), mientras que el otro estudio mds reciente da unos resultados del 4,6% para B.
caballi, del 22,6% para T. equi y del 2% para la infeccidn de ambos pardsitos simultdaneamente
(Camino et al., 2018). En la comunidad auténoma de Castilla-La Mancha, las prevalencias
encontradas son del 20,68% para B. caballi, del 62,57% para T. equi y del 15,71% para las
infecciones mixtas (Montes Cortés et al., 2017). Atendiendo a la comunidad de Castilla-Ledn, la
seropositividad del 31,16% para B. caballi, del 38,84% para T. equi y del 16,38% para las

infecciones mixtas (Montes Cortés et al., 2017).

En el suroeste de la peninsula, en concreto en Extremadura, la prevalencia es de un 12,2%
de positividad para B. caballi, de un 46,85% para T. equi y de un 7,48% para las infecciones
mixtas (Montes Cortés et al., 2017). En la comunidad de Andalucia se pueden encontrar dos
estudios, el primero de ellos obtiene una positividad del 11,4% de para B. caballi, del 50,3%
para T. equi y del 8,4% para las infecciones mixtas (Garcia-Bocanegra et al., 2013). En el
estudio mas reciente, los resultados son de un de un 22,22% para B. caballi, de un 43,61% para

T. equi y de un 14,88% para la coinfeccidon de ambas especies (Montes Cortés et al., 2017)

En la zona noroeste peninsular, concretamente en la comunidad de Galicia, un estudio
realizado en 2005 determina que la prevalencia de B. caballi es del 28,3% y que la de T. equi

del 40%, mientras las infecciones mixtas reflejan un 20% (Camacho et al., 2005).

De forma comun a todas las regiones, se observa que el parasito mas frecuente es T. equi,
mientras que la prevalencia de B. caballi es de aproximadamente la mitad. La comunidad con
una mayor positividad para B. caballi es Castilla-Leén con un 31,16%, mientras que la
comunidad con la mayor prevalencia de T. equi es Castilla-La Mancha con un 62,57%. Por otro

lado, aquella en la que las infecciones mixtas son mas comunes es Galicia, con un 20%.



Estudio de prevalencia de Babesia y Theileria en la especie equina.

En las Figuras 1, 2 y 3 se presentan datos de prevalencias de B. caballi, T. equi e infecciones
mixtas por comunidades asociados a una gama de colores para cada una de las especies y para
la infeccidon mixta. Se observa en ellas como las zonas del norte, noreste, este e islas Baleares y

Canarias aparecen sin datos debido a que no se han encontrado estudios realizados en dichas

regiones.
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2.2. Ciclo biolégico

El ciclo bioldgico de ambos parasitos incluye distintas fases que se desarrollan tanto en el
hospedador como en la garrapata (Wise et al., 2013). La infeccion del hospedador comienza
con la entrada del parasito en forma de esporozoitos a través de la saliva de la garrapata, si
éstos pertenecen al género Theileria, invaden de forma prioritaria monocitos y linfocitos
(PBMCs) antes que eritrocitos (Shaw, 2003), en cambio, si los esporozoitos son del género

Babesia se dirigiran exclusivamente a los eritrocitos.

En el caso de Babesia (Figura 4), el ciclo continua con la transformacién de los esporozoitos
a trofozoitos y la multiplicacién asexual de estos trofozoitos dentro de los eritrocitos por
medio de fisidon binaria dando lugar a dos cuerpos piriformes; merozoitos (Rothschild, 2013).
Los merozoitos miden aproximadamente de 2 a 5um de largo y de 1,3 a 3um de didametro
(Lapage, 1981). Tras la lisis del eritrocito, los merozoitos se liberan e invaden otros eritrocitos

(Wise et al., 2013).

En Theileria (Figura 5), los esporozoitos pasan a considerarse trofozoitos y parasitan las
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs), en ellas se produce primero la
multiplicacién asexual mediante esquizogonia, dando lugar a macro y microesquizontes. En un
periodo aproximado de 9 dias, los merozoitos se liberan de las PBMCs para invadir los
eritrocitos (Mehlhorn and Schein, 1998). Los merozoitos de Theileria se dividen en los
eritrocitos y forman cuatro cuerpos con forma de pera de 2um de longitud que se conocen
como “Cruz de Malta”(Knowles, 1996). De igual manera que en el ciclo de Babesia, provocan la

lisis celular, se liberan e invaden nuevos eritrocitos (Wise et al., 2013).

Cuando una garrapata se alimenta de la sangre del animal parasitado, ingiere eritrocitos
infectados con merozoitos. Algunos de éstos son destruidos en el intestino de la garrapata,
pero otros sobreviven y forman cuerpos redondos que seran capaces de introducirse en las
células epiteliales del intestino de la garrapata (Ueti and Knowles, 2018). Una vez en el
intestino se produce la gametogénesis, que se trata de la fase de reproduccién sexual del
parasito, y se forman los zigotos. Los zigotos sufren una serie de cambios morfolégicos dando

lugar a los kinetos (Mehlhorn and Schein, 1993).

Los kinetos se liberan de las células epiteliales y viajan por el torrente hemolinfatico de la

garrapata, en el caso de Babesia, invaden los ovarios y las glandulas salivares donde se
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produce la esporogonia, fase en la que los kinetos maduran a esporozoitos (Mosqueda et al.,
2004). Una caracteristica exclusiva de Babesia frente a Theileria es que el parasito puede

transmitirse de forma transovarica a la larva de la garrapata mediante la invasién de las células

ovaricas de ésta (Mehlhorn and Schein, 1993).

En el caso de Theileria, los kinetos migran directamente a las glandulas salivares y alli se
produce su transformacién a esporozoitos. Al no invadir ningun otro tejido del organismo de la
garrapata, no hay transmision transovarica (Mehlhorn and Schein, 1993), aunque de forma

experimental, se ha conseguido demostrar este tipo de transmisién (lkadai et al., 2007).

Babesia caballi

Sporozoite
Sporozoites

Sporoblast
/
Kinet
TNERS Sporogony | &
Gamogony
) Merozoites
Y
/ Zygote
Microgamete \
L Macrogamete
Ray-bodies

Microgamont — stage

Figura 4. Ciclo bioldgico de B. caballi (Ueti and Knowles, 2018).
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Figura 5. Ciclo biolégico de T. equi (Ueti and Knowles, 2018).

Se puede concluir que las diferencias en los ciclos biolégicos de cada parasito pueden
afectar a su transmision. Dentro de la garrapata, el parasito de Babesia tiene la capacidad de
multiplicarse invadiendo muchos drganos, incluidos los ovarios, pasando facilmente a la
proxima generacion de garrapatas y permitiendo que esta nueva generacion tenga capacidad
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de infectar. Por otro lado, la transmisidn transovarica de Theileria es incierta (Center for Food
Security & Public Health, 2008), es decir, este tipo de transmisién ocurre, pero no esta descrita

su relacién ni su importancia epidemiolégica (Moltmann et al., 1983; Ikadai et al., 2007).

2.3. Vector

Las garrapatas se pueden clasificar en garrapatas duras: Ixodidae, y garrapatas blandas:
Argasidae. Aquellas del género Ixodidae son las que actian como vectores naturales de B.
caballi y T. equi. Se trata de garrapatas relativamente grandes, de hasta 2cm y aplanadas
dorsoventralmente. Son parasitos de forma temporal y permanecen periodos cortos de

tiempo en la hospedador (Taylor et al., 2013).

El ciclo biolégico de las garrapatas incluye cuatro fases: huevo, larva, ninfa y adulto. En
cada estadio activo, la garrapata busca a un hospedador, se alimenta y cae al suelo para llevar
a cabo el desarrollo al estadio siguiente (Estrada-Pefia, 2015). En la fase reproductiva adulta,
se diferencian en hembra y macho (Taylor et al., 2013), la hembra se alimenta de un unico
hospedador y lo hace muy lentamente en un periodo de tiempo que puede durar de 6 a 9 dias,
pudiendo ingerir hasta 100 veces su peso en sangre (Anderson and Magnarelli, 2008). Los
machos ingieren una pequefia cantidad de sangre, la suficiente para completar la
espermatogénesis (Estrada-Pefia, 2015) y en ocasiones son capaces de cambiar de un
hospedador a otro con la finalidad de aumentar la probabilidad de encontrarse con hembras

(Mason and Norval, 1981).

Existen tres patrones diferentes de alimentacion, que varian en funcién del nimero de
hospedadores utilizados como fuente de alimento durante su ciclo bioldgico. Dependiendo de
la especie a la que pertenezcan, presentan un patrén u otro: garrapatas de uno, de dos y de
tres hospedadores (Polanco and Rios, 2016). Las garrapatas de un hospedador o de ciclo
monoxeno, desarrollan todas sus fases o estadios en el mismo hospedador, las garrapatas de
dos hospedadores o de ciclo dixeno realizan la primera muda sobre el mismo hospedador y
caen el suelo para una vez siendo adultas, buscar un nuevo hospedador, y por ultimo, las
garrapatas de tres hospedadores o de ciclo trixeno, caen el suelo tras cada alimentacién para

mudar y buscar nuevos hospedadores (Marquez-Jiménez et al., 2005).

Existen tres formas diferentes de transmision: intraestadial, transestadial y transovdrica. La
transmision intraestadial ocurre en el caso de los machos, cuando la adquisicion y la

transmision del parasito por parte de la garrapata suceden en una misma fase de su ciclo

10
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biolégico, en la que el macho de la garrapata es capaz de parasitar a varios animales. La
transmision transestadial consiste en la adquisicion del pardsito en una fase de su ciclo, pero la
incapacidad de su transmision hasta no haber alcanzado la fase subsecuente de él. Y por
ultimo, la transmisién transovarica, que como ya se ha comentado, se produce cuando la
hembra adquiere el pardsito y éste se multiplica en sus ovarios, pasando asi a la siguiente
generacion (Guimardes et al., 1998; Ueti et al., 2008). B. caballi es trasmitida
transovaricamente y transestadialmente por sus vectores, mientras que T. equi es transmitida

intraestadialmente y transestadialmente (Ueti et al., 2008).

En Europa, B. caballi se transmite principalmente por garrapatas del género Dermacentor,
y T. equi por garrapatas de los géneros Riphicephalus y Hyalomma. Existen 15 especies
diferentes capaces de transmitir B. caballi y 14 especies capaces de transmitir T. equi (Stiller et
al., 2002). Las especies presentes en Espafia son Dermacentor marginatus, Riphicephalus
bursa, Riphicephalus turanicus, Hyalomma marginatum e Hyalomma lusitanicum (lori et al.,

2010).

2.4. Patogenia e Inmunidad

Durante la parasitemia se producen alteraciones en el contenido lipidico y proteico, el
aumento del malondialdehido (marcador de la perioxidacion lipidica) y el aumento de la
concentracién de iones oxidativos. Todo esto debilita la membrana del eritrocito y favorece la
hemolisis (Ambawat et al., 1999). Como consecuencia de la hemdlisis puede producirse
hemoglobinuria en casos de infecciones severas por T. equi, de la misma forma que la anemia
extrema también es mas comun en este tipo de infecciones. También la ictericia se produce a
causa de la hemdlisis (Ambawat et al., 1999). En el caso de B. caballi, la aglomeracién de
eritrocitos parasitados puede dar lugar al colapso de los capilares (Rothschild, 2013). En
conjunto, la trombocitopenia y la respuesta del sistema inflamatorio, producen dafios
endoteliales y favorecen que se produzca coagulacidon intravascular diseminada (CID)

(Ambawat et al., 1999).

La transmisién transplacentaria de hembras infectadas al feto esta descrita en T. equi
(Allsopp et al., 2007), mientras que en B. caballi solo existe la sospecha (Sant et al., 2016). Esta
transmision puede dar lugar a abortos (mas comunmente si la infeccion se da en gestacion
tardia), mortinatos o infeccién neonatal (Wise et al., 2013), aunque no todos los potros hijos

de madres infectadas nacen infectados (Erbsloh, 1975)

11



Estudio de prevalencia de Babesia y Theileria en la especie equina.

El bazo desempefia un papel importante en la eliminacion de los parasitos, aquellos
animales con bazos sanos controlan la infeccion de forma mas eficaz. Pero a pesar de que su
participacién es importante, el bazo y la inmunidad innata en ausencia de inmunidad
adaptativa son incapaces de dar proteccion frente al proceso. En una infeccion experimental
con T. equi de potros con bazos sanos pero con inmunodeficiencia combinada grave, éstos
eran incapaces de controlar la enfermedad debido a la ausencia de linfocitos T y B maduros, lo
gue dificulta la respuesta inmune especifica frente al antigeno, tanto humoral como celular

(Knowles et al., 1994).

Los anticuerpos especificos se pueden detectar a partir de los 7-11 dias después de la
infeccidn, y alcanzan los valores mas elevados entre los 30 y 45 dias (Wise et al., 2013), pero a
pesar de que la respuesta humoral que se produce es considerable, los anticuerpos son
insuficientes para una proteccion completa frente a la piroplasmosis (Donnelly et al., 1982).
Teniendo en cuenta la importancia de la respuesta celular en otros procesos protozoarios, se
espera que ésta juegue un papel importante en la defensa contra B. caballiy T. equi (Brown,

2001).

En zonas endémicas, los potros reciben anticuerpos maternos con el calostro que pueden
mantenerse hasta los cuatro o cinco meses de edad (Donnelly et al., 1982). Estos, les confieren
proteccién durante este periodo, por lo que los potros nacidos en estas areas solo suelen
presentar infecciones subclinicas, ya que la inmunidad materna se sustituye gradualmente por
una inmunidad activa y estable debido a la continua presencia del parasito (Phipps, 2010). En
el momento en el que se introducen animales que no han tenido contacto previo con la

enfermedad en zonas endémicas, el rango de mortalidad supera el 50% (Rothschild, 2013).

El periodo de incubacidn para la piroplasmosis es de 12 a 19 dias cuando es causada por T.

equi, y de 10 a 30 dias cuando es causada por B. caballi (de Waal, 1992).
2.5. Cuadro clinico

Existen cuatro formas de presentacidn: hiperaguda, aguda, subaguda y crdnica, siendo la
forma aguda la mas facil de diagnosticar. Los signos clinicos asociados a la infeccion por B.
caballiy a la infeccién por T. equi son similares, pero por lo general, es mas grave la infeccion

por T. equi que por B. caballi (Bartolomé del Pino, 2017).
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La forma hiperaguda es poco frecuente y los caballos aparecen muertos o moribundos de
forma repentina, se da sobre todo en infecciones por T. equi (Center for Food Security & Public

Health, 2008).

En la infeccion aguda, se produce fiebre que suele aparecer por encima de los 409C,
disminucién del apetito, malestar, aumento de las frecuencias cardiacas y respiratorias,
congestion de mucosas, deshidratacion, edema de las extremidades, ictericia y
hemoglobinuria/bilirubinuria (mas frecuente en infecciones por T. equi) (de Waal, 1992; Zobba

et al., 2008).

En los casos subagudos, los signos son semejantes pero la fiebre suele ser intermitente. Las
mucosas varian de color palido a rosa o a amarillo, con presencia de petequias y/o equimosis.
También pueden aparecer signos de colico leve (Zobba et al., 2008). Los animales suelen

presentar esplenomegalia que puede detectarse por palpacion transrectal (de Waal, 1992).

En los casos crdnicos se pueden apreciar pérdida de apetito, disminucién de peso y bajo

rendimiento (Zobba et al., 2008), pero de forma muy inespecifica.

2.6. Diagnostico

El diagndstico clinico de esta enfermedad es dificil ya que los signos clinicos asociados son
muy inespecificos y es facil confundirse con otros trastornos (World Organisation for Animal
Health, 2018), pero pueden hacernos sospechar aquellos animales con fiebre, ictericia y

anemia (Bartolomé del Pino, 2017).

Las técnicas laboratoriales para el diagnéstico de la piroplasmosis que son contempladas
por la OIE estan recogidas en el Manual Terrestre para la OIE, Capitulo 3.5.8. Se pueden
clasificar en dos grandes grupos: pruebas de identificacion del agente y pruebas de deteccién

de la respuesta inmunitaria (World Organisation for Animal Health, 2018).

La identificacion del agente se puede realizar mediante dos pruebas laboratoriales
directas; el examen al microscopio y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). El primero
de ellos consiste en la identificacién del parasito en frotis tefiidos de sangre o de érganos, sin
embargo, si la parasitemia es muy baja resulta dificil de detectar y Unicamente es util en la fase
aguda de la infeccion (Friedhoff and Soulé, 1996). A veces es necesaria una deteccion exacta
del agente por lo que este método no es el mas recomendado para el diagndstico (World

Organisation for Animal Health, 2018).
13
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Se han descrito técnicas moleculares para la detecciéon de ambos agentes. La PCR consiste
en la amplificacion y deteccion de fragmentos especificos de DNA para determinar la presencia
del pardsito (Wise et al., 2013). Es especifica de especie y va dirigida al gen de la subunidad 18s
de rARN (Criado-Fornelio et al.,, 2003). Presenta una mayor sensibilidad, especificidad vy
utilidad que otros métodos (Bose et al., 1995), siendo una técnica diagndstica recomendada

por la OIE (World Organisation for Animal Health, 2018).

Las pruebas de deteccién de la respuesta inmunitaria estdn recomendadas para el
diagndstico de esta enfermedad, en especial cuando los caballos se destinan a la exportacién a
paises donde no se presenta la enfermedad pero si el vector. Las tres técnicas seroldgicas mas
utilizadas son la fijacion de complemento (FC), |la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl)

y el enzimoinmunoanalisis (ELISA) (World Organisation for Animal Health, 2018).

La FC se ha utilizado en el pasado para certificar caballos de importacién, y en algunas
regiones se sigue utilizando. El fundamento de la técnica es hacer reaccionar proteinas séricas
(complemento) con complejos antigeno-anticuerpo para provocar la lisis celular. Requiere en
primer lugar de la desnaturalizacion del complemento natural de los sueros a utilizar y la
titulacion del complemento. Después, se incuba el antigeno, el complemento y el suero
diluido, y una vez incubado, se afiade el sistema hemolitico y se incuba de nuevo en agitacion.
Tras la centrifugacion de las placas, se considera positivo una lisis del 50%. Es una prueba
exacta solo para la deteccion de infecciones agudas y puede dar falsos negativos,
especialmente si los animales han recibido tratamiento farmacolégico, si generan reacciones
anti-complementarias o por la incapacidad de las inmunoglobulinas de fijar el complemento. El
antigeno se obtiene por la infeccion experimental en caballos por lo que plantea dudas

relativas al bienestar animal (World Organisation for Animal Health, 2018).

La técnica IFl presenta mayor sensibilidad que la fijacion de complemento y esta
recomendada como técnica diagndstica para la piroplasmosis por la OIE (World Organisation
for Animal Health, 2018), es una técnica utilizada en un elevado nimero de estudios. El
fundamento de la técnica consiste en hacer reaccionar el suero problema con placas
antigenadas, los anticuerpos unidos seran visibles tras la adicion de un conjugado anti-equino
marcado con fluoresceina. Se consideran positivos si muestran fluorescencia en una dilucién
1:80 o superior (Brining, 1996). Tiene como ventaja la capacidad de distinguir entre

infecciones causadas por B. caballiy por T. equi, pero el problema que presenta esta técnica es
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gue para aumentar la especificidad es necesario diluir los sueros, con lo que se pierde

sensibilidad (World Organisation for Animal Health, 2018).

La técnica ELISA es muy sensible, especialmente para T. equi (Knowles et al., 1992). Sobre
una placa antigenada, se anaden los sueros a estudiar, formandose uniones antigeno-
anticuerpo. Posteriormente, se afiade un conjugado que en el caso de ELISA se trata de
anticuerpos unidos a enzimas. Si se ha generado una primera unidén antigeno-anticuerpo, el
conjugado se asocia a ella y al afiadir el sustrato de la enzima, se produce una reaccion que
cambia el color. Se han producido proteinas recombinantes de T. equi (EMA-1; EMA-2) y de B.
caballi (RAP-1; Bc48) en E. coli. (Huang et al., 2003) con lo que se evita parasitar a los caballos
para la produccién de antigenos, tiene como desventaja que el uso de anticuerpos secundarios
puede dar lugar a reactividad cruzada. También es una técnica recomendada por la OIE (World

Organisation for Animal Health, 2018).

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La piroplasmosis es un proceso con implicaciones clinicas y socioecondmicas. En el aspecto
clinico se sefalan los costes de tratamiento, la perdida de rendimiento, los abortos y la muerte
de los animales, y en el aspecto socioeconémico se encuentran las restricciones en las

exportaciones y en la participacion de animales en eventos deportivos (Kerber, 1999).

Es un proceso endémico de zonas de climas tropicales, subtropicales y templados (Briining,
1996). Solo unos pocos paises en el mundo estan libres de infecciones autéctonas por B.
caballiy T. equi, y se estima que Unicamente el 10% de los caballos en el mundo habita en

zonas libres de piroplasmosis (de Waal, 1992).

En Espafia hay pocos estudios que permitan conocer datos de prevalencias y los que hay
no abarcan todas las zonas del territorio. No existen datos en el norte, noreste, este de la

peninsula, ni en las islas Baleares y Canarias.

El objetivo de este trabajo es obtener datos de prevalencia de B. caballiy T. equi del norte

de Espanfia.

15



Estudio de prevalencia de Babesia y Theileria en la especie equina.

4. METODOLOGIA

4.1. Revision bibliografica

Para la realizacién de este TFG se llevd a cabo una revisién bibliografica basada

principalmente en la busqueda de articulos cientificos en bases de datos.

En concreto, se han utilizado las siguientes bases de datos: ScienceDirect, NCBI, PubMed,
Scorpus, Medline, CAB International y  SpringerlLink, utilizando las palabras clave:

n u

“piroplasmosis equina”, “seroprevalencia”, “Babesia caballi” y “Theileria equi” principalmente.

Se ha intentado que la informacién sea lo mas recientes posible para evitar con ello que
ésta esté desactualizada; preferentemente se han seleccionado articulos a partir del afio 2000

y de forma ideal, de los ultimos 10 afos.

Un aspecto que se ha tenido en cuenta es que los articulos utilizados hayan sido publicados
en revistas indexadas en el Journal Citation Reports. Algunas de las revistas en las que se
encuentran publicados los articulos utilizados son: The Journal of Veterinary Science,
Veterinary Parasitology, Parasitology Research, Parasite Journal, Tick and Tick-borne desease,

International Journal of Parasitology, entre otras.

También se han consultado libros pertenecientes a la Biblioteca de la Facultad de

Veterinaria de la Universidad de Zaragoza.

4.2. Estudio experimental

Para la realizacion de la parte experimental del TFG, se recogieron muestras de sangre de
caballos. Las muestras se obtuvieron del matadero de Zaragoza el 7 de marzo de 2019. Los

animales procedian de explotaciones carnicas de zonas del Pirineo y de la Cornisa Cantabrica.

Para la obtencion de la sangre se utilizaron tubos para extracciéon de sangre al vacio, en

concreto, tubos sin anticoagulante: Vacutainer serum No additive.

Para la obtencion del suero, se procedid a la centrifugaciéon de las muestras de sangre. Se
utilizé una centrifugadora Hettich Universal 32R, con el programa 3 y 1800 rpm durante
15min. El suero se recogid en tubos eppendorf, que fueron identificados y puestos en

congelacién a -182C hasta su uso.
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Como técnica diagnéstica se utilizé la inmunofluorescencia indirecta (IF1) para la deteccion
semicuantitativa de anticuerpos IgG especificos. Para su realizaciéon se adquirieron dos kits
comerciales para la deteccion de Babesia caballi y de Theileria equi de forma independiente,
MegaFLUO® BABESIA caballi y MegaFLUO® THEILERIA equi respectivamente, de laboratorios

MEGACOR. El procedimiento a seguir fue el siguiente:

- Preparacién PBS 10x: Se preparo una solucion de 80 gr. NaCl, 2 gr. KCl, 2 gr. KH,PO,y 11,5

gr. Na,HPO, en 1L de agua destilada. Se ajustd a pH 7,2-7,4 y se almacend a temperatura

ambiente.

- Preparacién del PBS 1x: Para ello se tomé 100mL de la solucién 10x y 900mL de agua

destilada. Se ajusto el pH a 7,2-7,4 y se almacend en refrigeracién hasta su uso.

- Atemperar: Los componentes del kit (a excepcidon del conjugado) y los sueros a analizar

deben estar a temperatura ambiente en el momento de aplicacién.

- Preparacién de las diluciones: Las diluciones se prepararon en placas ELISA de 96 pocillos.
En las columnas (1,2,3...) se colocaron los sueros a analizar, mientras que en las filas

(A,B,C...) se prepararon las diluciones (Figura 6).

TSt 4,5 6 7 8 OPNOTFI 2
A0 (00 (0L L)L ML LD
BLOLWOLVWLWLWOVLWLWOL
c00000000000O
PVVLLLVOLLVLOLO
jelelelelelelele/e[e(0]o)
FO00000000000
cOOOLLOLOLOOLOO
HOOOOODOOLOOOOO

Figura 6. Placa ELISA utilizada para preparar las diluciones.

Se inicid preparando la dilucién 1:20. Para ello, se tomaron 190ul de PBS 1x con la pipeta
multicanal y se colocaron en los primeros pocillos de las columnas (1, 2, 3...), después,

utilizando una pipeta individual, se afiadieron 10ul de cada suero a analizar (previamente

agitado).
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Para obtener el resto de diluciones, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320... se aifladieron 100ul de PBS
1x en los pocillos restantes. A continuacién, con la pipeta multicanal, se fueron pasando
100ul de cada pocillo al de la fila siguiente, empezando desde la dilucién mds concentrada

hacia la menos concentrada y homogeneizando.

Preparacion de las placas: Se extrajeron las placas antigenadas de los envases
correspondientes y se pusieron sobre una cdmara humeda. Se colocd una gota de control

positivo y de control negativo en cada placa.

Como indica el propio kit, el punto de corte recomendado es la dilucién 1:80, por lo que
se empezd a trabajar con esa dilucion. Para ello, se colocé en cada campo de antigeno
restante 20ulL de cada una de las muestras preparadas, tanto en la placa de Babesia como

en la placa de Theileria (Figura 7).

sI* Y5
26-3% 26-38
2adesid ™OLRA

Figura 7. Placas antigenadas de B. caballiy T. equi.

Las placas se identificaron adecuadamente incluyendo el género del parasito a analizar, la

fecha y el nimero de muestra.

Primera incubacidn: Se cerré la camara himeda y se introdujo en la estufa para su

incubacion a 37°C durante 30 minutos.

Etapa de lavado: Se dio un golpe seco suavemente con la mufieca a las placas para

eliminar el exceso de muestra, seguidamente, se lavaron en agitacién los portaobjetos
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durante 5 minutos en PBS 1x, repitiendo este paso otros 5 minutos renovando el PBS 1x
(Figura 8). A continuacion, se enjuagd brevemente el portaobjetos con agua destilada. Se
elimind suavemente el exceso de agua y se seco la humedad con un hisopo de algoddn

entre los campos de antigeno, con la precaucién de que éstos no llegaran a secarse.

Figura 8. Lavado en agitacion.

Adicion del conjugado: Se colocé en cada campo de antigeno, una gota FLUO FITC
conjugado 1gG anti-caballo, asegurdndose de que los campos de antigeno se

humedecieran por completo y se introdujo de nuevo en la cdmara humeda.

Segunda incubacién: Durante 30 minutos a una temperatura de 37°C y en oscuridad, con

el fin de proteger al conjugado que es fotosensible.

Etapa de lavado: Se repitio la etapa de lavado siguiendo los mismos pasos sefialados antes

pero en oscuridad, para proteger al conjugado.

Montaje de la placa: Se aplicaron unas gotas de medio de montaje sobre la placa y se
colocé cuidadosamente el cubreobjetos. Es aconsejable eliminar las burbujas de aire,

suavemente.

Evaluacién: Se evaluaron los portaobjetos bajo un microscopio de fluorescencia a 400x
magnificaciéon mediante la comparacion de los patrones de fluorescencia de las muestras

con los del control positivo o negativo.
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Imagen de fluorescencia positiva >1:80 (Figura 9): Hay cuerpos de inclusién brillantes
(merozoitos o trofozoitos), claramente reconocibles, regularmente tefidos e
intensamente marcados en el citoplasma de los eritrocitos infectados o en el exterior si se
trata de eritrocitos lisados. El citoplasma de las células infectadas muestra una ligera

fluorescencia amarillo-verdosa.

Imagen de fluorescencia negativa <1:80 (Figura 10): Las células no muestran

fluorescencia amarilla-verdosa, aparecen de color rojo-grisaceo o ya no son reconocibles.

Figura 9. Imagen de fluorescencia positiva a B. caballi / Figura 10. Imagen de fluorescencia negativa a B. caballi /
T. equi. T. equi.

- Almacenamiento: Una vez evaluadas, las placas se conservaron en refrigeracion (entre 2 -

8°C) y en la oscuridad durante 7 dias.
4.3. Analisis estadistico:

Todos los datos y resultados obtenidos se recogieron en una hoja de calculo Microsoft
Office Excel para su posterior analisis estadistico. Los calculos estadisticos se realizaron con el

programa IBM SPSS Statistics, vs24.

El analisis descriptivo de los datos se desarroll6 mediante el calculo de frecuencias. Para
realizar el analisis estadistico de dos variables categdricas se aplicd la prueba no paramétrica
de Chi-cuadrado de Pearson para tablas de contingencia. La comparacion de una variable
continua (titulo de anticuerpos) entre grupos (Babesia y Theileria) se realiz6 mediante la
prueba de Mann-Whitney ya que se compararon dos medianas. Los valores P<0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

En este estudio experimental, se analizaron 50 muestras de sangre de caballos. La
informacion disponible acerca de estos animales es la reflejada en la Tabla 2. Del total de
animales, un 36% son hembras y un 64% machos. La gran mayoria, el 86%, son de aptitud
carnica a excepcion de cuatro caballos de silla, dos ponis y un mula. Cabe destacar también

gue cuatro de ellos son potros de menos de 1 afio de edad.

Tabla 2. Informacién disponible de los animales analizados.

Ne Edad Aptitud Sexo (*) | N2 Edad Aptitud Sexo (*)
1 Potro Carnico H 26 Adulto Carnico M
2 Potro Carnico M 27 Adulto Carnico M
3 Potro Carnico H 28 Adulto Carnico M
4 Potro Carnico M 29 Adulto Carnico H
5 Adulto Poni H 30 Adulto Carnico M
6 Adulto Poni M 31 Adulto Carnico M
7 Adulto Carnico M 32 Adulto Carnico M
8 Adulto Carnico M 33 Adulto Carnico M
9 Adulto Carnico M 34 Adulto Carnico M
10 Adulto Carnico M 35 Adulto Carnico M
11 Adulto Carnico H 36 Adulto Carnico H
12 Adulto Carnico H 37 Adulto Carnico M
13 Adulto Carnico M 38 Adulto Silla H
14 Adulto Carnico H 39 Adulto Silla M
15 Adulto Carnico H 40 Adulto Carnico H
16 Adulto Carnico M 41 Adulto Silla H
17 Adulto Carnico M 42 Adulto Silla H
18 Adulto Carnico M 43 Adulto Mula H
19 Adulto Carnico M 44 Adulto Carnico M
20 Adulto Carnico M 45 Adulto Carnico M
21 Adulto Carnico M 46 Adulto Carnico H
22 Adulto Carnico M 47 Adulto Carnico M
23 Adulto Carnico M 48 Adulto Carnico H
24 Adulto Carnico M 49 Adulto Carnico H
25 Adulto Carnico M 50 Adulto Carnico H

(*) M: Macho y H: Hembra.

Los resultados (positivos o negativos) y titulos obtenidos tras la realizacién de la IFl son los
reflejados en la Tabla 3. Se realizd un cribado de las muestras con la titulacién 1:80 y aquellas
gue resultaron positivas se fueron titulando hasta la dilucion 1:640. La seroprevalencia total
obtenida es de un 50% para B. caballi, de un 30% para T. equi y de un 16% para las infecciones

mixtas.
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Tabla 3. Resultados y titulos obtenidos de Babesia caballi y Theileria equi mediante inmunofluorescencia

indirecta
Babesia caballi Theileria equi Babesia caballi Theileria equi
N2 | Resultado | Titulo | Resultado | Titulo | N2 | Resultado | Titulo | Resultado | Titulo
1 - - 26 - + 1:640
2 - + 1:80 | 27 - -
3 - - 28 - -
4 - - 29 + 1:80 + 1:80
5 + 1:80 + 1:80 30 - -
6 - - 31 + 1:320 -
7 + 1:160 - 32 + 1:320 + 1:80
8 - - 33 - -
9 + 1:160 - 34 - -
10 - - 35 - -
11 + 1:320 - 36 + 1:320 -
12 + 1:320 - 37 + 1:160 -
13 - + 1:160 | 38 - + 1:80
14 + 1:160 - 39 + 1:320 -
15 + 1:160 - 40 - -
16 + 1:640 - 41 - + 1:80
17 + 1:320 - 42 + 1:160 -
18 + 1:320 + 1:80 43 - -
19 - - 44 + 1:320 + 1:80
20 - - 45 + 1:160 + 1:80
21 - - 46 + 1:80 + 1:160
22 + 1:640 - 47 - + 1:80
23 - - 48 + 1:80 -
24 + 1:320 - 49 - + 1:160
25 + 1:160 + 1:80 50 + 1:320 -

En la tabla 4 se presentan los datos de los animales parasitados (infectados por B. caballi,

T. equi o ambas) en relacién de la edad, el sexo y la aptitud.

Tabla 4. Tabla de contingencia de las frecuencias de animales parasitados y no parasitados para cada uno de los
factores analizados (edad, sexo y aptitud)

Edad Sexo (*) Aptitud
Adulto | Potro |Total H M Total Carnico Otro Total
n 15 3 18 4 14 18 16 2 18
Animales _ % 32,6% 75,0% 36,0% 22,2% 43,8% 36,0% 37,2% 28,6% 36,0%
+ |[n 31 1 32 14 18 32 27 5 32

22




Estudio de prevalencia de Babesia y Theileria en la especie equina.

% 67,4% 25,0% 64,0% 77,8% 56,3% 64,0% 62,8% 71,4% 64,0%

n 46 4 50 18 32 50 43 7 50
Total

% 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% 100,0% | 100,0% | 100,0%

(*) M: Macho y H: Hembra.

Utilizando la prueba

no paramétrica de Chi cuadrado, se analizd si la proporciéon de

animales parasitados (infectados por B. caballi, T. equi o ambas) estaba condicionada por el

sexo,

la edad o la aptitud. Como resultado se obtuvo que no existen diferencias

estadisticamente significativas en funcién de la edad (Pgi2= 0,09), del sexo (Pchi= 0,128), o de

la aptitud (Pchi2= 0,659).

En la tabla 5 se presentan los datos de los animales parasitados por B. caballi o T. equi en

relacion a la edad, el sexo y la aptitud.

Tabla 5. Tabla de contingencia de las frecuencias de animales positivos y negativos a B. caballiy a T. equi de
forma independiente para cada uno de los factores analizados.

Babesia caballi Theileria equi
Total Total
- + - +
n 21 25 46 32 14 46
Adulto % 45,7% 54,3% 100,0% 69,6% 30,4% 100,0%
% del total 42,0% 50,0% 92,0% 64,0% 28,0% 92,0%
Edad
n 4 0 4 3 1 4
Potro % 100,0% 0,0% 100,0% 75,0% 25,0% 100,0%
% del total 8,0% 0,0% 8,0% 6,0% 2,0% 8,0%
n 7 11 18 12 6 18
Hembra % 38,9% 61,1% 100,0% 66,7% 33,3% 100,0%
% del total 14,0% 22,0% 36,0% 24,0% 12,0% 36,0%
Sexo
n 18 14 32 23 9 32
Macho % 56,3% 43,8% 100,0% 71,9% 28,1% 100,0%
% del total 36,0% 28,0% 64,0% 46,0% 18,0% 64,0%
n 21 22 43 31 12 43
Carnico % 48,8% 51,2% 100,0% 72,1% 27,9% 100,0%
% del total 42,0% 44,0% 86,0% 62,0% 24,0% 86,0%
Aptitud
n 4 3 7 4 3 7
Otro % 57,1% 42,9% 100,0% 57,1% 42,9% 100,0%
% del total 8,0% 6,0% 14,0% 8,0% 6,0% 14,0%
n 25 25 50 35 15 50
Total % 50,0% 50,0% 100,0% 70,0% 30,0% 100,0%
% del total 50,0% 50,0% 100,0% 70,0% 30,0% 100,0%
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Realizando la prueba no paramétrica de Chi cuadrado, se analizd en este caso si la
proporcién de positivos y negativos a B. caballiy a T. equi de forma independiente, estaba

condicionada por la edad, el sexo o la aptitud.

En el caso de B. caballi no existe relacidén entre las proporciones de animales positivos y
negativos en relacion al sexo (Pcu>= 0,239), ni a la aptitud (Pci= 0,684). En cambio, si que
existen diferencias estadisticamente significativas en relacién a la edad (Pci>= 0,037), por lo
que la proporcién de animales infectados con B. caballi es estadisticamente superior en

adultos que en potros.

Con respecto T. equi no se observaron diferencias entre las proporciones de positivos y

negativos en funcién de la edad (Pcyi2= 0,82), del sexo (Pcui>= 0,7), ni de la aptitud (Pcpio= 0,423).

De forma complementaria, se realizé la prueba de Mann-Whitney en la que se compararon
una variable continua (titulo de anticuerpos en su representacion logaritmica), con una
variable categodrica (B. caballi y T. equi). La variable continua incluyé también a los animales
negativos, es decir, a toda la poblacion. Como resultado de la prueba se obtuvo que la
mediana en B. caballi (0,9565, rango = 0,01-2,81) es significativamente mayor que la mediana
en T. equi (0,01, rango = 0,01-2,81), Py.w = 0,004 (Figura 11), es decir, los titulos seroldgicos

obtenidos en B. caballi son estadisticamente mas elevados que los obtenidos con T. equi.

3,0

2,57

2,07

Log IFI

1 T
Babesia caballi Theilera equi

Figura 11. Titulos de anticuerpos (en logaritmos) en funcién del
parasito (Babesia/Theileria). La grafica muestra la mediana
(linea dentro de la caja), percentil 25 y 75 (caja), maximo y
minimo (barras). El asterisco muestra el valor de P, siendo P <
0,01.
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6. DISCUSION

La prevalencia de B. caballi obtenida en este TFG proporciona los valores mas elevados en
relacion a los estudios que se han publicado hasta la fecha (Garcia-Bocanegra et al., 2013;
Montes Cortés et al., 2017; Camino et al., 2018). Nuestros datos se asemejarian a los
obtenidos en Brasil y en China (Heim et al., 2007; Vieira et al., 2013; Wang et al., 2014).
Ademas, los titulos de anticuerpos estan significativamente aumentados en los animales
infectados por B. caballi, lo que podria deberse a una infeccién reciente, aguda o a un primer

contacto con el parasito (Rothschild, 2013).

Los datos de prevalencia de T. equi obtenidos son ligeramente inferiores a los publicados
por el resto de estudios. Nuestros datos se asemejan a las prevalencias de Madrid y de Castilla
Ledn, y son inferiores a los de Castilla la Mancha, Extremadura, Andalucia y Galicia (Camacho
et al., 2005; Garcia Bocanegra et al., 2013; Montes Cortés et al., 2017). Fuera de Espafia los
datos obtenidos son similares a las prevalencias en Italia (Sgorbini et al., 2015) y Egipto

(Mahmoud et al., 2016).

Los datos de infecciones mixtas obtenidos son en general superiores a los obtenidos en

otros estudios realizados en Espana (Montes Cortés et al., 2017; Camino et al., 2018).

Globalmente, si analizamos nuestros resultados en conjunto (prevalencia de B. caballi, de
T. equi y de las infecciones mixtas), observamos que estos son similares a los obtenidos por
Montes Cortés et al., (2017) en un estudio realizado en la comunidad auténoma de Castilla
Ledn. Esta similitud resulta ldgica ya que coincide con la zona mas proxima a la zona de
procedencia de los animales utilizados en el presente estudio. En el resto de estudios
realizados en Espafia, la diferencia entre los datos de prevalencia que aportan y los obtenidos
en este estudio son mayores, va disminuyendo la prevalencia de B. caballi y aumentando la de
T. equi conforme se baja hacia el centro y sur de la peninsula (Camacho et al., 2005; Garcia-

Bocanegra et al., 2013; Montes Cortés et al., 2017; Camino et al., 2018).

La prevalencia de B. caballi es superior a la de T. equi, coincidiendo con algunos estudios
como el realizado en Venezuela en 2013 (Rosales et al., 2013), o en China en 2014 (Wang et
al., 2014). Sin embargo, en la mayoria de estudios realizados en paises endémicos ocurre de
forma contraria, T. equi es mas prevalente que B. caballi (Kouam et al., 2010; Garcia-

Bocanegra et al., 2013; Mahmoud et al., 2016). A pesar de ser menos prevalente, B. caballi se
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ha identificado en mas regiones (sobre todo de zonas del norte) del hemisferio norte

(Friedhoff et al., 1990).

Existen una serie de factores que podrian justificar los resultados que se han obtenido en
el presente estudio. Un factor importante que ha podido influir en los resultados es la edad. El
analisis estadistico que se ha realizado indica una mayor positividad a B. caballi en los animales
adultos. Aunque cabe destacar que el grupo de animales jévenes lo forman solamente cuatro
potros y que la informacién disponible acerca de la edad de los animales Unicamente hacia
diferencia entre potros lechales de menos de un afio, y de mdas de un afio, por lo que se
asumié este segundo grupo como adultos, aunque se desconocia su edad real. También es
importante sefialar que las muestras recogidas fueron en su mayoria procedentes de animales

de produccion carnica, que normalmente no alcanzan edades avanzadas.

Si se relaciona la edad con la infeccién por T. equi, normalmente en los caballos mayores
de 9 afios el porcentaje de animales infectados por esta especie supera el 50% (Karatepe et al.,
2009; Kouam et al., 2010; Montes Cortés et al., 2017). Esto puede deberse en gran medida a
gue un animal infectado por T. equi permanece seropositivo de por vida, mientras que uno
infectado por B. caballi lo hace durante un periodo maximo de 4 afios (de Waal, 1992). El
hecho de que se considere que nuestro grupo de animales adultos no tengan edades muy
avanzadas podria justificar la menor prevalencia de T. equi obtenida en relacién a otros
estudios (Camacho et al., 2005; Montes Cortés et al., 2017). Es posible que en el caso del unico
potro que aparece positivo (que ademas lo es a T. equi), dicha seropositividad se deba a la

inmunidad calostral (Donnelly et al., 1982).

Otro factor es la técnica diagndstica utilizada, segin Montes Cortés en su estudio
comparativo entre IFl y ELISA, la utilizacién de la técnica IFl pudo conllevar una
sobreestimacién de la prevalencia de B. caballi (Montes Cortés et al., 2017). Por otro lado, la
técnica ELISA es especialmente sensible para T. equi, por lo que puede dar resultados

superiores de este agente (Knowles et al., 1992).

Otro factor importante que puede haber influido en los resultados es el vector, ya que la
prevalencia superior de B. caballi estaria relacionada con la presencia del vector especifico
para su transmision (Mujica et al., 2011). Las garrapatas del género Dermacentor actian como

vectores para B. caballi, en concreto la especie D. marginatus, y esta especie esta presente en
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zonas frias del norte de la peninsula. Tiene actividad invernal y es abundante en zonas de

vegetacion escasa (Rubel et al., 2016).

En relacidn a la aptitud, en un estudio realizado en 2013 por Garcia-Bocanegra et al., se
indica que el riesgo de ser seropositivo para B. caballiaumentaba de 3 a 5 veces si los animales
se encontraban en condiciones de campo, relacionados con actividades agricolas vy
manteniéndose en peores condiciones de manejo y alojamiento. Demostraba como la
prevalencia de B. caballi era mayor en rebafios sin refugio, comparandola con la prevalencia de
animales alojados en establos con cuadras, pudiéndose asemejar este tipo de manejo de
campo al de una explotacién cdarnica. En nuestro estudio no se ha podido confirmar ninguna

relacion entre la aptitud carnica y una mayor prevalencia de B. caballi.

Es importante destacar que los resultados obtenidos deben tomarse con precaucion

debido a que el tamafio de muestra no es muy elevado.

En definitiva, la combinacién de factores como la edad, la aptitud, la técnica diagndstica

utilizada y la presencia del vector, podrian justificar los resultados obtenidos.

7. CONCLUSIONES / CONCLUSIONS

* Los seroprevalencia obtenida tanto para B. caballi como para T. equi es elevada, y es
ademas similar a la seroprevalencia que aportan estudios en zonas limitrofes.

* Es especialmente destacable la alta seroprevalencia de B. caballi y el elevado titulo de
anticuerpos que presentan los animales infectados por esta especie.

* La prevalencia de B. caballi es superior a la de T. equi, a diferencia de la mayoria de los
estudios realizados en zonas endémicas.

* Lla edad es un factor que ha podido condicionar el resultado de seroprevalencia
obtenido para ambos pardasitos.

* No se ha demostrado que el sexo o la aptitud hayan influido en la prevalencia obtenida

en el presente estudio.

CONCLUSIONS

* The seroprevalence obtained for both B. caballi and T. equi is high, and is also similar

to the seroprevalence provided by studies in bordering areas.
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* Especially noteworthy is the high seroprevalence of B. caballi and the high antibody
titre of animals infected by this species.

* The prevalence of B. caballi is higher than that of T. equi, unlike most studies
conducted in endemic areas.

* Age is a factor that may have conditioned the seroprevalence result obtained for both
parasites.

* It has not been demonstrated that sex or aptitude have influenced the prevalence

obtained in the present study.
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