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1. RESUMEN

Babesia caballi y Theileria equi son dos protozoos intra-eritrocitarios que afectan a caballos, mulas,
burros y cebras. Ambos parasitos son los agentes causantes de la Piroplasmosis Equina, la cual se
caracteriza por la presentacion de una anemia hemolitica aguda. El objetivo de este estudio fue
observar la diferencia entre la seropositividad a B. caballi, T equi con los parametros hematologicos
en caballos Fina Sangre de Carrera, del Hipédromo Chile en Santiago.

Se tomaron muestras sanguineas de 151 caballos Fina Sangre de Carrera que se encontraban en el
Hipédromo Chile en Santiago, independiente del sexo, edad o estado de salud. Se realiz
hemograma a todas las muestras en el Laboratorio de Patologfa Clinica Veterinaria del Hospital
Veterinario de la Universidad Austral de Chile y el suero fue utilizado para la detecciéon de
anticuerpos con el Kit ELISA Indirecto para el diagnéstico in vitro de B. caballi y T. equi
(Inmunodot diagndsticos®). Con los resultados de ELISA, los animales fueron separados en dos
grupos; seropositivos y seronegativos a Piroplasmosis Equina.

Un total de 18 caballos resultaron seropositivos a Piroplasmosis Equina, los cuales se desglosan
en 15 caballos seropositivos a B. caballi 9 a T. equi y 6 co-expuestos, obteniendo por lo tanto una
seropositividad de 10%, 6% y 4% respectivamente. Se observé diferencia estadisticamente
significativa en las proteinas totales plasmaticas del hemograma de los animales seropositivos a la
Piroplasmosis Equina, las cuales se encontraban dentro del rango de referencia, pero en mayor
concentracién que aquella descrita en los animales seronegativos. Estos resultados pueden deberse
a la forma de presentacion de la Piroplasmosis Equina, atribuido a la fase crénica de la
enfermedad, donde se observan cambios minimos en el hemograma.

En conclusién, la frecuencia de seropositividad a B. caballi fue mayor a la de T. equi. La
seropositividad a Piroplasmosis Equina se relacioné a mayores concentraciones de proteinas
plasmaticas totales, sin embargo, no estuvo asociada a cambios en eritrograma, leucograma o

recuento de plaquetas.

Palabras clave: caballos, piroplasmosis equina, serologia, hematologia.



2. SUMMARY

DIFFERENCES BETWEEN HEMATOLOGICAL PARAMETERS IN
THOROUGHBRED RACING FINE HORSES SEROPOSITIVES AND
SERONEGATIVES TO Babesia caballi AND Theileria equi

Babesia caballi and Theileria equi are two intra-erythrocyte protozoa that affect horses, mules,
donkeys and zebras. Both parasites are the agents of equine piroplasmosis disease, which is
characterized by the presentation of an acute hemolytic anemia. The aim of this study was to
determine the differences between seropositivity to B. caballi, T. equi and haematological
parameters in Thoroughbred Racing Fine horses, from Hipédromo Chile racecourse in Santiago.

Blood samples from 151 Thoroughbred Racing Fine horses were taken at the Hipédromo Chile
racecouse in Santiago, regardless of gender, age or health status. Complete blood count (CBC)
was performed on all samples at the Veterinary Clinical Pathology Laboratory of the Veterinary
Hospital of the Universidad Austral de Chile. The serum was used for the detection of antibodies
with the Indirect ELISA Kit for the 7z witro diagnosis of B. caballi and T. equi (Immunodot
diagnostics®). Animals were separated into two groups according to ELISA results; Seropositive
and seronegative to Equine Piroplasmosis.

18 horses were seropositive to Equine Piroplasmosis, which divide into 15 horses seropositive to
B. caballi, 9 to T. equi and 6 co-exposed, thus obtaining a seropositivity of 10%, 6% and 4%
respectively. A statistically significant difference observed in the total plasma proteins of the
CBCs from the seropositive group, which was within the reference range, but in a higher
concentration than that described in seronegative animals. These results may be due to the
presentation of Equine Piroplasmosis, attributed to the chronic phase of the disease, where
minimal changes in CBCs are observed.

In conclusion, the frequency of seropositivity to B. caballi was greater than T. equi. The

seropositivity to Equine Piroplasmosis was related to higher concentrations of total plasma
proteins, however, it was not associated to changes in erythrogram, leukogram or platelet count.

Key words: horses, equine piroplasmosis, serology, hematology.



3. ANTECEDENTES

Babesia caballi y Theileria equi son dos protozoos intra-eritrocitarios causantes de la babesiosis y
theileriosis equina (Acici y col 2008), enfermedades que en conjunto también son conocidas como
Piroplasmosis Equina. Pueden ser transmitidas por garrapatas o de forma iatrogénica (Wise y col
2014), siendo capaces de infectar caballos, mulas, burros y cebras, caracterizandose clinicamente
por una anemia hemolitica aguda (Rothschild y col 2013).

La Piroplasmosis es una enfermedad de notificacién obligatoria a la Organizaciéon mundial de
sanidad animal (OIE 2010) y al Servicio Agricola y Ganadero (SAG 2014), por ser una de las
principales restricciones internacionales para la movilizaciéon de los equinos (Rothschild y col
2013). Su ingreso a un pafs no endémico es de alto riesgo, debido a la amplia distribucién de las
garrapatas vectores (Abdullah y col 2014).

3.1. SITUACION EN CHILE

En 1971 Rudolph describié por primera vez en Chile la Piroplasmosis Equina en caballos Fina
Sangre provenientes del Hipédromo Chile, utilizando la técnica de frotis sanguineo (Rudolph
1971). Luego de esto, se ha seguido reportando animales positivos para B. caballi y T. equi, a través
de estudios que utilizan como técnicas diagnosticas principalmente la serologia (Campano 1991,
Ausset 1999, Ernst 1999, Terroba 2009) y técnicas moleculares (Vargas y col 2004).

En Chile, los animales afectados con Piroplasmosis Equina presentan un cuadro leve que
generalmente pasa inadvertido (Ernest 1999). Los caballos seropositivos corresponden a equinos
Fina Sangre de Carrera en actividades de carrera, ecuestre (salto) y polo, no se ha encontrado
seropositividad en mestizos o criollos (Campano 1991).

Por otra parte, se ha descrito la presencia de especies de garrapatas que pueden actuar como
vector biologico de estos hemoparasitos en Chile, tales como; Rhipicephalus sanguinens y Amblyonma
tigrinum (Gonzales y col 2006). Sin embargo, se considera la transmision iatrogénica a través del
uso de jeringas, transfusiones sanguineas u otros instrumentos contaminados, la principal via de
infeccién de los caballos en el pais (Campano 1991).

Hasta la fecha en Chile, diversos estudios serolégicos han detectado anticuerpos contra B. caballi y
T. equi en equinos (Cuadro 1), sin embargo, en ninguno se relaciona la seropositividad con las
alteraciones laboratoriales, por lo que se hace necesario actualizar la informacién por la
importancia sanitaria y econémica de esta enfermedad para la industria equina nacional.
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Cuadro 1. Estudios de frecuencia de exposicion a Babesia caballi y Theileria equi en equinos, desde el
afio 1973 al 2008 en Chile. (Campano 1991, Ausset 1999, Ernst 1999, Vargas y col 2004, Terroba
2009.)

Muestras
positivas Raza  Técnica de
Estudio Agente (%) N equino  deteccion
Provincia de Santiago B. Fijacion de
(1973) caballi 0 SR Mestizo Complemento
T.equi 0 SR Mestizo
Provincia de Santiago B. Fina Fijacion de
(1973) caballi 2 180 Sangre Complemento
Fina
T.equi 96 180 Sangre
Hipédromo de Chile Fina
(1977) T.equi 43,9 164 Sangre Serologia
Hip6dromo de Chile Fina
(1977) T.equi 39,9 2113 Sangre Serologia
Hipédromos nacionales Fina Fijacion de
(1978) T.equi 43,4 SR Sangre Complemento
Fina
SAG (1985-1990) T.equi 3,82 2278 Sangre AGID
Criollo-
SAG (1985-1990) T.equi 0,1 740 Mestizo AGID
Region Metropolitana y B. Fina Fijacion de
Valparaiso (1999) caballi 0 150 Sangre Complemento
T.equi 6
Hipédromo de Chile B. Fina Fijacion de
(1999) caballi 0 250 Sangre Complemento
T.equi 1,2
Region Metropolitana B.
(2004) caballi 1,2 77 SR PCR
T.equi 19
Valparaiso Sporting Fina
Club (2005) T.equi 42 100 Sangre IF1
Hipédromo de Chile Fina
(2008) T.equi 22 100 Sangre 1F1

n= ndmero de animales en cada estudio; AGID= Inmunodifusion en gel agar; IFI=
Inmunofluorescencia indirecta; PCR= Reaccién en cadena de la polimerasa; SR= Sin registro.

3.2. ETIOLOGIA

Los géneros Babesia y Theileria, pertenecen a las familias Babesiidae y Theileriidae
respectivamente, las cuales se agrupan en el orden Piroplasma y en el filo Apicomplexa



(Rothschild 2013). Son hemoparasitos intro-eritrocitarios obligados (Wise y col 2014). El nombre
que recibe la enfermedad; “Piroplasmosis”, deriva de la apariencia de pera que presentan sus
formas replicativas intraeritrocitarias (Bartolomé Del Pino20106).

La taxonomia de los agentes causales de piroplasmosis ha estado en discusiéon desde su
descubrimiento, de ahi que Babesia equi fue reclasificada a T. equi en el 1998 (Mehlhorn y col 1998),
dado que T. egui a diferencia de B. caballi, posee una fase pre eritrocitica en el huésped vertebrado,
que usualmente ocurre en un leucocito (Schein y col 1981).

3.3. CICLO DE VIDA Y TRANSMISION

3.3.1 Ciclo de Vida en la Garrapata

El ciclo de vida de las garrapatas incluye cuatro etapas (huevo, larva, ninfa y adulto) y la trasmisién
del parasito puede ocurrir de tres formas distintas; intraestadial, transestadial y transovarica (Wise
y col 2013). Los eventos de transmision especificos para B. caballi y T. equi varfan de una especie
de garrapata a otra.

Babesia caballi posee transmision transovarica, persistiendo a través de diferentes generaciones en
las garrapatas (Mehlhorn 1998).

Theileria equi tiene al caballo como tnico reservorio, sin embargo, debido a la longevidad y a la
mortalidad de las garrapatas machos, estas pueden transmitir a T. eg#/ a multiples caballos
(Rothschild 2013).

3.3.2 Transmision

La transmision de B. caballi y T. equi puede ocurrir a través de una garrapata infectada o por
transferencia iatrogénica de sangre, tanto por el uso de material contaminado (agujas u
instrumentos quirurgicos) como por la realizaciéon de transfusiones de sangre provenientes de un
donador infectado (Pelzel y col 2015). Los animales infectados pueden permanecer como
portadores por largos periodos de tiempo (Salim y col 2013).

B. caballi y T. equi comparten la mayoria de las garrapatas vectores, las cuales generalmente estan
presentes en la misma regién geografica y frecuentemente co-infectan a los caballos. Existen mas
de 15 especies que transmiten a estos protozoos, las cuales son representantes de los géneros;
Dermacentor, Hyalomma y Rhipicephalus (Friedhoff y col 1990). T. equi puede ademas ser transmitida
pot Boophilus microplus y Amblyomma cajennense (Rothschild 2013).

3.3.3 Ciclo de Vida en el Caballo

El ciclo de vida de B. caballi, es similar al de las demas especies dentro del género, donde la
transmisiéon comienza con la alimentacién de una garrapata infectada (De Waal 1990). La
garrapata inocula los esporozoitos que invaden los eritrocitos y se transforman alli en trofozoitos


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1877959X16300103

(Rothschild 2013), estos crecen y se dividen en dos merozoitos redondos, ovales o piriformes. Los
merozoitos son capaces de infectar nuevos eritrocitos, ya que se reproducen asexualmente y esto
conduce a la ruptura de los eritrocitos, que a su vez permite que los merozoitos sean liberados a la
circulaciéon para invadir otros eritrocitos (Wise y col 2014).

En el caso de T. equi, las garrapatas infectadas se alimentan de caballos e inoculan a través de su
saliva los esporozoitos de T. equi, los cuales una vez dentro del torrente sanguineo pueden invadir
linfocitos T, B, monocitos y macréfagos (Ramsay col 2013), donde son capaces de desarrollar los
microesquizontes y macroesquizontes, que luego, tras una reproduccién asexual produciran
merozoitos, los cuales seran liberados para invadir los eritrocitos (Rothschild 2013). Una vez
dentro de los eritrocitos, los merozoitos se reproducen por fisiéon binaria, causando la ruptura del
eritrocito infectado, de esta forma, se expande la poblacién de merozoitos y la cantidad de
eritrocitos parasitados (Mehlhorn y col 1998). Cuando se produce la ingestion de un merozoito
(y/o de un gameto) por una garrapata, el parasito se reproduce sexualmente y los gametos se
combinan para formar el cigoto dentro del intestino medio de la garrapata. Continuando con el
desarrollo, aparecen los esporoblastos dentro de las glandulas salivales de la garrapata y la
producciéon de los esporocitos infectivos en la saliva (Guimaraes y col 1998).

3.4. SIGNOS CLINICOS

En general las infecciones con T. equi suelen ser mas severas que las causadas por B. caballi, aun
asi, los signos y la severidad pueden variar significativamente de una region a otra (Wise y col
2014). Los casos agudos de piroplasmosis equina estan caracterizados por presentar pirexia,
anorexia moderada, decubito, deshidratacién, membranas mucosas congestivas, taquicardia,
taquipnea, sudoraciéon y edema de las extremidades, en cambio cuando la enfermedad se
manifiesta de manera hiper aguda, nos encontramos con un inicio fulminante de los signos
clinicos con o sin colapso (Zobba y col 2008).

Los caballos con piroplasmosis crénica se manifiestan con una serie de signos clinicos
inespecificos; inapetencia, bajo rendimiento, pérdida de peso, pobre condicién corporal, letargia y

en algunos casos pueden presentar anemia leve (Friedhoff y col 1990).
3.5. DIAGNOSTICO

La sospecha de piroplasmosis equina se puede basar en los signos clinicos, sin embargo, por ser
poco especificos y por la existencia de una gran cantidad de diagnoésticos diferenciales para la
enfermedad (Rothschild 2013), es necesario aplicar otras modalidades para el diagnostico
definitivo (Wise y col 2014).



3.5.1. Microscopia 6ptica

La microscopia puede ser utilizada para identificar a los organismos dentro de los eritrocitos en
frotis sanguineos tefiidos durante la fase aguda de la infecciéon (Bashiruddim y col, 1999), en
cambio, en la fase crénica o en los portadores inaparentes, tiene baja sensibilidad, debido a que
existe un bajo nimero de piroplasmas presentes en la circulacion (Friedhoff y col 1990).

3.5.2. Pruebas seroldégicas

3.5.2.1. Fijacién del complemento (CFT). Es una prueba muy especifica, aunque aun carece de
sensibilidad en fases crénicas o inaparentes de la infeccidon, mayoritariamente porque algunos
anticuerpos producidos en estas fases no se fijan con el complemento (IgGT) (Cunha y col 2000).

3.5.2.2. Test de inmunofluorescencia indirecta por anticuerpos (IFAT). En este ensayo, los
antigenos del parasito estan pegados a un portaobjeto de vidrio, listos para reaccionar al suero
equino, los anticuerpos marcados con fluoresceina que se peguen seran visibles bajo la luz
ultravioleta (Weiland y col 1980).

3.5.2.3. Ensayo de inmunoabsorcién enzimatica por competencia (cELISA). Esta prueba es
considerada mads sensible para cuadros subclinicos, que presentan una baja parasitemia. Se
caracteriza por presentar un mejor rendimiento comparado con las pruebas CFT e IFAT
(Kappmeyer y col 1999). En el 2004 la OIE aprobé el cELISA como la prueba recomendada
tanto para el transporte internacional de caballos (Rothschild 2013) como para identificar a los
portadores (Vieira y col, 2013).

3.5.3. Técnicas moleculares

3.5.3.1. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se basa en la amplificacién y deteccion del
DNA del parasito aislado de sangre periférica de un caballo infectado y se caracteriza por ser una
prueba exquisitamente sensible y especifica (Nicolaiewsky y col 2001). Esta técnica es capaz de
detectar niveles de parasitemia tan bajos como 0,0083% para T. equi y 0,017% para B. caballi
(Bashiruddim y col, 1999), por lo que resulta ideal para la deteccién de portadores inaparentes
(Rampersad y col, 2003). Es probable que en un futuro préximo se estandarice la PCR
comercialmente para la deteccion de B. caballi y T. equi (Wise y col 2014).

3.6. HALLAZGOS HEMATOLOGICOS

En los caballos con Piroplasmosis equina aguda, se puede observar alteraciones laboratoriales
asociadas a cambios hematolégicos, donde principalmente encontramos anemia con disminucion
del volumen globular aglomerado (VGA), la hemoglobina y los eritrocitos (Zobba y col 2008). Es
frecuente encontrar monocitosis, eosinopenia, linfopenia, neutropenia con desvio a la izquierda e
hiperfibrinogenemia. Se puede observar trombocitopenia y, en casos severos, plasma ictérico (raro
en infecciones por B. caballly (Wise y col 2014).



En cuadros con duraciéon mayor a 10 dias post infeccion, puede presentarse linfocitosis y
anisocitosis eritrocitaria (Rothschild 2013). La anemia puede ser minima o estar ausente en la fase
cronica de la enfermedad (Pelzel-Mccluskey y col 2015). A su vez, el leucograma y las
concentraciones de fibrinégeno pueden variar dependiendo de la severidad y la etapa en que se
encuentre la infecciéon (Rudolph y col 1975).

3.7. HIPOTESIS

Existirfan  diferencias entre los parametros del hemograma de caballos seropositivos y
seronegativos a Piroplasmosis Equina.

3.8. OBJETIVOS

3.8.1. Objetivo general
Identificar las diferencias entre los valores hematolégicos de caballos seropositivos y
seronegativos a Piroplasmosis Equina

3.8.2. Objetivos especificos
Determinar la frecuencia de exposicion a Babesia caballi y Theileria equi en caballos Fina Sangre de

Carrera.

Comparar los resultados del hemograma de Caballos Fina Sangre de Carrera con serologia
positiva y negativa a Babesia caballi y Theileria equi.



4, MATERIAL Y METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. Material biolégico

4.1.1.1. Calculo del tamafio muestral: Se realiz6 un promedio de la seroprevalencia observada en
los estudios en Chile desde el 1990 hasta la fecha, donde se obtuvo un promedio de un 13% de
prevalencia para la Piroplasmosis Equina, por lo que se estimé una frecuencia de exposicion
cercana al 10% para B. caballi y T. equi. El tamafio muestral fue calculado utilizando un nivel de
confianza de 95% y un error de 5%, mediante la férmula matematica de Thrusfield (2007):

n= Zng
e2
En donde:

n: Tamafio minimo de muestra.

Z: Nivel de confianza (95%).

p: Proporcion de animales seropositivos.
q: Proporcién de animales seronegativos.

e: Precision (5%).
Al reemplazar:

n=1,9620,1*0,9= 139.
0,05

Por lo tanto, el tamafio muestral necesario fue de 139 caballos. Finalmente, para este estudio se
incluyeron un total de 151 caballos Fina Sangre de Carrera, que se encontraban disponibles para
muestreo en el Hipodromo Chile en Santiago, independiente de sexo, edad o estado de salud. Un
consentimiento fue firmado por el propietario, preparador o petisero antes de realizar cualquier
procedimiento.

4.1.2. Equipos y reactivos de laboratorio
- Contador hematoldgico automatizado (Sysmex® KX 21 N).
- Centrifuga (Thermo Scientific Heraeus Pico 17).

- Horno Incubadora (Chicago Surgical and Electrical, Division of labline, inc).
- Lector de micro placa de ELISA (ARQUIMED innovacién®.)
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- Kits ELISA Indirecto para el diagnostico in vitro de Babesia caballi y Theileria equi (Inmunodot
diagnésticos®).

4.2. METODOS

4.2.1. Toma de muestra

Se utilizaron agujas 21G y jeringas de 5 ml, para extraer 3 ml. de sangre de la vena yugular de los
caballos. Las muestras se almacenaron en tubos con anticoagulante acido etildiamino tetracético
(EDTA) y en tubos sin preservantes, se refrigeraron a 4°C y fueron enviados al Laboratorio de
Patologfa Clinica Veterinaria de la Universidad Austral de Chile (UACh). La sangre total fue
utilizada para realizacién del hemograma con un maximo de 12h desde la toma de muestras. Las
muestras sin anticoagulante fueron centrifugadas para separacion del suero, el cual fue congelado
a -20°C hasta su lectura en ELISA indirecto.

4.2.2. Analisis de muestra

4.2.2.1. Hemograma. Con un contador hematolégico automatizado KX-21N (Sysmex®, Japén),
se midieron las concentraciones de hemoglobina y se realizaron los recuentos de eritrocitos,
leucocitos y plaquetas. El Volumen Globular Aglomerado (VGA) fue determinado por
centrifugacién en tubos de microhematocrito durante 5 minutos a 16000 g. El volumen
corpuscular medio (VCM) y la concentraciéon de hemoglobina corpuscular media (CHCM) fueron

calculados empleando los resultados del recuento de eritrocitos, concentracion de hemoglobina y
VGA (Thrall 2004).

Para la realizacion del recuento diferencial de leucocitos los frotis sanguineos fueron tefiidos con
tinciéon rapida (Hemacolor, Merck®) y observados por microscopia éptica de inmersion. Las
proteinas totales fueron medidas por el indice de refraccion a través del refractometro.

El fibrinégeno se obtuvo a través de la prueba de precipitacion por calor, sometiendo el tubo de
microhematocrito a 56°C por 3 minutos en una estufa (Chicago Surgical and Eletrical).

4.2.2.2. ELISA Indirecto. Para la realizacion de esta prueba se utilizé un kit de ELISA Indirecto
para el diagnostico in vitro de Babesia caballi y Theileria equi (Inmunodot diagnoésticos®). Se
siguieron las indicaciones del fabricante, por lo que se comenzé separando el suero de obtenido
de cada caballo en el Hipédromo Chile, con la centrifuga a 13.000 G por 3 minutos y luego se
utilizaron 100 pL de suero diluidos (1:100) en PBS Tween-80, sobre los micro platillos del kit
ELISA, lo cual fue posteriormente incubado por 1 hora en una estufa de camara himeda a 37° C.

Terminado este ciclo, se procedié a lavar las placas tres veces con PBS-Tween 80 para luego
adicionar 100 pLL de conjugado (anti IgG de equino) y volver a incubar por 1 hora en una estufa
de camara himeda a 37° C. Finalizada la incubacion, se volvié a lavar los micro platillos, se les
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agreg6 100 uL. de substrato (p-nitrofenil fosfato) y se dejaron a temperatura ambiente por 45
minutos para poder hacer la lectura de la placa con un lector de micro placa de ELISA
(ARQUIMED innovacion®.)

La interpretacion del ELISA indirecto se realiz6 estableciendo un indice de corte (I.C.) utilizando
la medida de la densidad 6ptica (D.O) del suero control negativo, multiplicado por el factor 2,5.
Las muestras que presentaron una coloracion amarilla intensa y una D.O igual o mayor que el
I.C., fueron consideradas positivas para B. caballli y/o T. equi segin corresponda. Las muestras que
no presentaron coloraciéon amarilla intensa y D.O menor que el I.C., fueron consideradas
negativas para B. caballliy/o T. equi segun corresponda.

4.2.3. Analisis Estadistico

Los resultados a la prueba de ELISA fueron ingresados a una planilla de Microsoft Excel 2010,
donde los animales fueron separados en dos grupos; seropositivos y seronegativos a
Piroplasmosis Equina (B. Caballi y T. equi).

Posteriormente los datos ingresados a la planilla Excel fueron importados al programa estadistico
StataMP13 (StataCorp College Station, Texas®), donde se le aplico el Test de Shapiro-Wilk a
todos los valores para establecer la normalidad de los datos. Los datos normales fueron analizados
mediante Analisis de Varianza (ANOVA) de una via, el cual representa una de las pruebas mas
utilizada para probar hipétesis sobre diferencias entre dos o mas grupos (Kaps y col 2004). Se
utiliz6 como modelo estadistico de Analisis de Varianza de una via:

Yij = p + Ti + eij

Doénde:
u= corresponde a la media general.
Ti= el efecto del status serolégico a Piroplasmosis Equina.

eij= valor residual de las variantes.

Mientras tanto, los datos no normales fueron analizados mediante la prueba U de Mann-Whitney
para determinar diferencias entre los dos grupos. Se consideré un nivel de significancia de P<0,05
e intervalo de confianza (IC) de 95%.
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISIS DESCRIPTIVO

5.1.1. Frecuencia de exposicion a Babesia caballi, Theileria equi'y co-exposicion.

Un total de 15 caballos resultaron positivos a Babesia caballi, 9 a Theileria equi y 6 caballos
presentaron co-exposicion, obteniendo un porcentaje de 10%, 6% y 4% respectivamente, de un
total de 151 animales muestreados.

Babesia Caballi
Co-Exposicion

r

Theileria equi

Figura 1. Frecuencia de exposicion a Babesia caballz, Theileria equi y co-exposicion en Caballos Fina
Sangre de Carrera del Hipédromo Chile, Santiago.

5.2. ANALISIS ESTADISTICO

5.2.1. Relacion entre la seropositividad a piroplasmosis equina sobre los valores
hematologicos.

De acuerdo al test Shapiro-Wilk, los datos referentes a eritrocitos, VGA, hemoglobina, leucocitos
y neutréfilos presentaron una distribucién normal, mientras que el VCM, CHCM, eosinofilos,
baciliformes, linfocitos, monocitos, plaquetas, proteinas y fibrindgeno resultaron de distribucion

no normal.
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Los resultados del ANOVA para los valores de hemograma con distribucién normal, se presentan
en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Resultado del test ANOVA para los parametros normales del hemograma de caballos

seropositivos y seronegativos a los agentes Babesia caballi y/o Theileria equi.

Seropositivos Seronegativos
Valor

Valores hematolégicos Media +DE Media +DE IR P

Eritrocitos (x10°uL) 10,25 1,21 9,79 1,01 6,6-11,4 0,0818
VGA (%) 44 3,95 42 4,28 32-50 0,0823
Hemoglobina (g/L) 155 16,7 147 16,24 110-178 0,0601
Leucocitos x10° (células/plL) 9694 1916 9068 1846 5-11 0,1810
Neutréfilos x10° (células/ul) 5718 1435 5540 1706 2,2-6, 0,6742

DE= Desviacién estandar; IR= Intervalo de referencia; Valor p=< 0,05, VGA= Volumen
corpuscular aglomerado.

Se observé que ninguno de los valores hematoldgicos del cuadro 2 present6 diferencias
significativas entre animales seropositivos y seronegativos a Babesia caballi y/ o Theileria equi.

En el Cuadro 3 se presentan los resultados de los valores del hemograma evaluados por la prueba
de U de Mann-Whitney.

Cuadro 3. Resultados de la prueba U de Mann-Whitney para los valores no normales del
hemograma de caballos seropositivos y seronegativos a los agentes Babesia caballi y/o Theileria equ.

Seropositivos Seronegativos

Valores hematolégicos Mediana RI Mediana RI IR Valor P
VCM (fL) 43269 3,008 43225 1,821 37-54  0,6234
CHCM (g/L) 350,690 9,722 348,160 10,591 320-380  0,3936
Eosinoéfilos (células/ull) 132,555 270 116,007 194 100-800  0,9201
Baciliformes células/ul.) 32,333 0 25,661 0 0 0,7662
Linfocitos (x10°

células/ul) 3613,44 1682  3201,77 1410 1,5-6,5 0,1217
Monocitos (células/ul.) 197,833 166 184,706 175 0-600  0,4043
Plaquetas (x10* células/ul)) 119,812 37,5 120,963 34 9-20 0,9352
Proteinas Totales (g/L) 68,833 4 67,203 5 68-84  0,0412
Fibrinégeno (g/L) 2,722 1 2,338 2 <5  0,2080

RI= Rangos intercuartiles; IR= Intervalo de referencia; Valor p=< 0,05, VCM= Volumen
corpuscular medio; CHCM= Concentraciéon de hemoglobina corpuscular media. Los resultados
con valor P=< 0,05 fueron destacados en negrita.
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Se observo diferencia estadisticamente significativa en las concentraciones de proteinas
plasmaticas totales entre los caballos seropositivos y los seronegativos a B. caballi y/o T. equi. Los
animales seropositivos presentaron valores de proteinas mayores que los animales seronegativos.
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6. DISCUSION

6.1. FRECUENCIA DE EXPOSICION A BABESIA CABALLIY THEILERIA EQUI

La Piroplasmosis Equina (PE), enfermedad que incluye a B. caballi y a T. equi, presentd una
seropositividad de un 12% en este estudio. Se sospecha que la transmision iatrogénica deberfa ser
la principal via de transmision de los agentes, la cual puede ocurrir tanto por el uso de material
contaminado (agujas u instrumentos quirargicos) como por la realizaciéon de transfusiones de
sangre provenientes de un donador infectado (Pelzel y col 2015).

La frecuencia para B. caballi en este estudio fue de 10%, la cual es mayor a la descrita por Ernst
(1999) en la Region Metropolitana y por Torres (2004) en la Region de Valparaiso, donde ambos
obtuvieron una seropositividad de 0%, utilizando la técnica de fijacion del complemento.

Esta alza para B. caballi se puede explicar por el incremento de la industria equina en el pafs. Segun
lo descrito por Pelzel-Mccluskey (2015), el incremento de la industria equina se asocia a un mayor
movimiento de animales que provienen de paifses con alta prevalencia de la enfermedad y altas
tazas de infestacion por garrapatas de los géneros; Dermacentor, Hyalomma y Rhbipicephalus (Friedhoft
y col 1990), representando un potencial riesgo para la introducciéon de B. caballi en paises no

endémicos.

Steinman (2012) en estudios de epidemiologia de la enfermedad, describe a; la raza y el tipo de
manejo de los caballos, como dos importantes factores de riesgos para la Babesiosis. Por lo tanto,
la poblacién de caballos evaluados en este estudio se encontraba en un potencial riesgo a la
exposicion a B. caball, debido a que recibian periddicamente tratamientos via endovenosa, donde
se presume que podria ocurrir la transmision iatrogénica, por el inadecuado manejo de las agujas y

jeringas (Auset 1999).

Si bien la seropositividad a B. caballi encontrada en este estudio es mas alta que la reportada
anteriormente, aun no llega a ser comparable con los paises tropicales y subtropicales que estan
constantemente expuestos al agente patégeno, como Brasil, que presenta una seropositividad de
09,2% (Vierira y col 2013) segin un estudio realizado en zonas rurales y urbanas del estado de
Parana.

Por otra parte, se observo una frecuencia de exposicion de 6% a T. equi, 1o cual concuerda con lo
observado por Torres (2004) en la Region de Valparaiso con un 7% de muestras positivas a través
de la fijacién del complemento, pero presenta un menor porcentaje comparado con Terroba



16

(2009), quien reporté una prevalencia de 22% a T. equi en la Region Metropolitana. El presente
estudio representarfa una gran disminucion en la frecuencia de exposicion al agente. Esto ultimo
ha sido observado por Auset (1999), el cual describe una tendencia a bajar la seropositividad de T.
equi en el pafs, esto puede ser atribuido segun Ernst (1999) a las medidas que se han tomado en
torno al manejo sanitario de estos animales y a la mejora en el diagnéstico de la enfermedad.

Con respecto a la co-exposicion, se registré un 4% en este estudio, lo cual representa un alto
porcentaje, donde la mayorfa de los caballos seropositivos a T. equz, también lo eran para B. caballi.
Esto concuerda con lo observado comunmente en paises endémicos, donde la co-exposicion es
frecuente debido a que ambos parasitos comparten la mayoria de las garrapatas vectores y suelen
encontrarse en las mismas regiones geograficas (Rothschild 2013). Ademads, ambos agentes
presentan la misma forma de transmision iatrogénica (Bartolomé Del Pino2016), lo que podtia

explicar la co-exposicion encontrada en este estudio.

La mayor seropositividad de B. caballi por sobre T. equi encontrada en este estudio, difiere a lo
reportado anteriormente en Chile (Campano 1991, Ernst 1999, Torres 2004 y Terroba 2009) y
también a lo observado en; Italia (Bartolomé Del Pino2016), México (Cantd-Martinez y col 2012)
y Sudan (Salim y col 2013). Sin embargo, los resultados concuerdan con; Israel (Steinman y col
2012), Venezuela (Mujica y col 2011) y Brasil (Kerber y col 2009), los cuales presentan mayor
seropositividad a B. caballi. Esta situacion se puede explicar por la forma de transmision de ambos
parasitos, donde se ve favorecida la diseminacion de B. caballi, gracias a la transmision transovarica

dentro de la garrapata que no ocurre en T. equi, agente que tiene como unico reservorio al caballo
(Rothschild 2013).

Asgarali (2007) y Wise (2014) ademas describen que existe una mayor o igual seropositividad para
B. caballi en presencia de climas templados, mientras que 1. egui se reporta mas en los paises
endémicos; los cuales se encuentran en América central y del sur (a excepcién de Argentina y
Chile), Europa del Sur, Asia y Africa.

Por lo tanto, la presencia de estos agentes en el territorio Chileno se presume es debido al ingreso
animales importados (observacion personal), que provienen portadores desde paises con alta
prevalencia de PE, los cuales no son sometidos a las cuarentenas de vigilancia necesarias al
ingresar al pafs. El uso de agujas compartidas, transfusiones de sangre u otro mal manejo (Wise y
col 2014), podtian ser responsables por la inoculacion de los agentes desde animales portadores a
animales libres de la enfermedad, generando la frecuencia de exposicion observada en este
estudio.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1877959X16300103
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1877959X16300103
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6.2. RELACION ENTRE LA PIROPLASMOSIS EQUINA Y LOS VALORES
HEMATOLOGICOS

Las proteinas totales, son representadas por las albuminas y las globulinas (o, 8 y ), estas tltimas
forman parte del sistema inmune, mientras que las albuminas estin encargadas de transportar
sustancias y determinar la presiéon oncotica dentro de los vasos sanguineos (Witter 1983). La
mayor concentracion de protefnas plasmaticas totales en los animales con Piroplasmosis Equina
(PE) concuerda con lo descrito por Kumar (2002), quien registré que la concentracién de
proteinas totales incrementa en los caballos con PE. Esto es explicado por la deshidratacion;
principal causa de la letargia asociada a la enfermedad (Divers 1998) y por el alza de las y-
globulinas (Radostits y col 1999), las cuales suelen aumentar en las infecciones cronicas o en la
inflamacién con produccién de anticuerpos (Mufioz y col 2010).

Asi mismo, Barrera (2010) registré que los valores de proteinas totales para los caballos con PE,
son significativamente mas altos que en caballos libres de la enfermedad, y al analizarlo a través de
la electroforesis en suero, observo que las albuminas y las y-globulinas presentaban significativas
alzas de sus valores totales en caballos con PE. Otros estudios (Mahmoud 2015, Youssef y col
2015 y Sumbria y col 2016) también observaron aumento de las globulinas en los animales con
PE, lo cual se atribuye a la respuesta inmune crénica a los agentes. Tizar (1996) describe que los
protozoos pueden activar la respuesta inmune tipo celular, sin embargo, el mecanismo
inmunoldgico de la PE es mayoritariamente de naturaleza humoral (Morris y col 2002) que se
activa por el parasitismo y esto es lo que explica el aumento en los valores de proteinas totales
observado en los caballos con PE del Hipédromo de Chile.

Al contrario de esto, se ha registrado (Barrera y col 2010, Zobba y col 2008, Mahmoud 2015,
Youssef y col 2015) la presencia de hipoproteinemia en animales con PE, la cual se asocia con la
fase aguda de la infeccidn, debido a la severa anorexia que caracteriza a la enfermedad (Barrera y
col 2010). Ademas, Youssef (2015) describe que existe una disminuciéon de las proteinas totales
causada por la reduccién de su sintesis en el higado, como consecuencia de una posible

hepatopatia desarrollada por la PE.

Las diferencias observadas en los resultados de los distintos estudios se pueden explicar por los
tipos de presentacién de la PE, los cuales pueden ser hiperagudo, agudo u crénico (Rothschild
2013). En los hemogramas de animales positivos a PE en la fase aguda de la enfermedad se
observa anemia con disminucion del volumen globular aglomerado, hemoglobina y eritrocitos
(Wise y col 2014). Ademas, Mahmoud (2015) describe trombocitopenia en los caballos infectados.

Mientras tanto, en la fase cronica se representa un cuadro leve, donde la anemia puede ser minima
o estar ausente (Pelzel-Mccluskey y col 2015). Cunha (1998) registr6 que los animales en fase
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cronica de la enfermedad no sufren alteraciones significativas en el hemograma, y esto concuerda
con lo observado en el presente estudio.

Ademas, De Waal (1992) describe que luego de sobrevivir a la fase aguda de la enfermedad, los
caballos pueden permanecer seropositivos, como portadores inaparentes con bajos niveles de
parasitemia, y, por lo tanto, no presentar cambios significativos en el hemograma.

Esto es confirmado por Rotschild (2007), quien registr6 que los anticuerpos pueden estar
presentes en ausencia del parasito, debido a la eliminacién de B. caballi por parte del sistema

inmune del caballo, sin embargo, esto no ocurre con T. equi, por lo que los caballos permanecen
infectados de por vida (Rotschild y col 2007, Schein 1981).

Por lo tanto, se hace necesario utilizar un método de diagnéstico que sea capaz de detectar al
parasito directamente, como lo es la PCR, ya que de esta forma se podria determinar a los
animales que efectivamente se encuentran infectados por B. Caballi y T. equi y asi descartar a los
animales que solo presentan anticuerpos debido a una exposicién previa.

Finalmente, se rechaza la hipdtesis anteriormente planteada, ya que la Gnica alteracién significativa
del hemograma fue la presencia de mayores concentraciones de proteinas plasmaticas totales de
los animales expuestos a la PE, dentro del rango de referencia para la especie, por lo que no
tendrfa significancia clinica en los animales y se tratarfa de una etapa créonica de la enfermedad o
fase de convalescencia.

6.3. CONCLUSIONES

- La frecuencia de seropositividad a Babesia caballi fue mayor a la de Theileria equi en Caballos Fina
Sangre de Carrera del Hipédromo de Chile.

- No se observaron diferencias en el eritrograma, leucograma o recuento de plaquetas ente

Caballos Fina Sangre de Carrera seropositivos y seronegativos a Babesia caballi y/o Theileria equi.

- Caballos Fina Sangre de Carrera seropositivos a Babesia caballi y/o Theileria equi, presentaron

concentraciones superiores para las proteinas plasmaticas totales en el hemograma.
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