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RESUMEN

La Piroplasmosis Equina (PE) es una enfermedad transmitida por garrapatas causada
por los parasitos intraeritrocitarios Theileria equi o Babesia caballi. Potencialmente, ambos
pueden ser trasmitidos a todas las especies equinas. Ecuador, el segundo principal productor
de aceite palma africana en el Sudamérica, los equinos se utilizan para diversas labores en la
industria. De esta manera, la PE puede comprometer el bienestar animal de los équidos,
resultando en un rendimiento disminuido.

El objetivo de este trabajo es determinar la seroprevalencia de PE en equinos de trabajo del
canton Quinindé — Ecuador, un area altamente productora de aceite de palma africana, e
identificar las especies de garrapatas encontradas en los animales.

Se colectaron muestras de suero de 79 equinos involucrados en la labor de la cosecha de
aceite de palma africana en Quinindé, provincia de Esmeraldas — Ecuador. Se realizé un
Ensayo Competitivo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISAc) para cuantificar
anticuerpos contra tanto B. caballi como T. equi. Adicionalmente, se colectd una garrapata
por animal con férceps de partes del cuerpo aleatorias. Las garrapatas fueron preservadas en
una solucion de formaldehido al 10%. Para la identificacion de la especie, se observaron las
caracteristicas morfologicas bajo un estereoscopio.

La seroprevalencia de PE fue del 100%, de 7. equi fue del 94% y la de B. caballi fue 93.6%.
Ademas, hubo casos simultdneos positivos 88.6% de las veces. La especie de garrapata
identificada fue Amblyomma cajennense en el 100% de los especimenes colectados.

Palabras clave: Piroplasmosis Equina, hemoparasitos, equinos de trabajo, seroprevalencia,
Amblyomma cajennense.



ABSTRACT

Equine Piroplasmosis (EP) is a tick-borne disease caused by intraerythrocytic
parasites Theileria equi or Babesia caballi. Both can be potentially transmitted to all equine
species. In Ecuador, the second largest African oil palm producer in South America, equines
are widely used for labor in such industry. Thus, EP can be associated to compromise on
equine welfare leading to impaired performance.

This work aims to determine the seroprevalence of EP in draught equines from Quinindé —
Ecuador, an African oil palm high producing location, and to identify the tick species that can
be found on the animals.

Serum samples from 79 equines involved in African oil palm harvesting labor in Quinind¢,
Esmeraldas province — Ecuador were collected. An Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISAc) was performed to quantify antibodies against both B. caballi and T. equi. In
addition, one tick was collected per animal with forceps from random parts of the body. They
were preserved in 10% formaldehyde solution. For identification, morphologic features were
observed under a stereoscope.

Seroprevalence for 7. equi was 94.9% and for B. caballi was 93.6%. Simultaneous cases
were positive 88.6% of times. The identified species of tick was Amblyomma cajennense in
100% of specimens collected.

Keywords: Equine Piroplasmosis, hemoparasites, draught equines, seroprevalence,
Amblyomma cajennense.
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INTRODUCCION

La Piroplasmosis Equina (PE) es una enfermedad infecciosa transmitida por
garrapatas que afecta a todas las especies de équidos independientemente de la especie
(caballos, mulares, burros y cebras). Tiene dos agentes causales identificados como Theileria
equi y Babesia caballi. Ambos son protozoarios intraeritrocitarios que producen lisis de los
eritrocitos. La presentacion clinica difiere de un animal a otro. Los hospedadores pueden
exhibir una presentacion aguda que incluye signos inespecificos como fiebre, letargia,
anorexia, pérdida de peso y edema periférico. Podrian observarse petequias en las mucosas
como resultado de una trombocitopenia. Ademas, se describen signos de anemia hemolitica
con mucosas ictéricas o palidas, taquicardia, taquipnea, debilidad y pigmenturia. Por otro
lado, el cuadro puede ser cronico mostrando signos inespecificos como letargia, anorexia
parcial, pérdida de peso y disminucion del desempefio. Los animales con infeccion cronica
son considerados los mayores reservorios y las hembras gestantes pueden presentar abortos o
producir infeccion transplacentaria (Wise et al, 2013).

La transmision puede ser de 3 formas: intraestadial, transestadial y transovarica. La
intraestadial se refiere a la transmision sin previa transicion de una etapa a otra del parasito.
En la transestadial se describe la capacidad de la garrapata de transmitir la infeccion durante
varios estados fisiologicos. En ese caso, el parasito se mantiene dentro del vector por varios
estadios. La transovdarica sucede cuando la hembra adquiere los pardsitos y los transmite a su
progenie, lo cual permite la permanencia del parasito durante varias generaciones de vectores
(Wise et al, 2013). En Ecuador se desconoce con exactitud la distribucion de las especies de
garrapatas presentes. Bustillos (2014) menciona que en Ecuador se ha reportado la presencia
de las especies: Amblyomma cajennense, A. maculatum, A. multipunctum, A. naponense, A.
triste, Anocentor nitens, Haemaphysalis juxtakochi, Ixodes boliviensis, Boophilus microplus;

de la familia Ixodidae y Ornithodoros furcosus 'y O. talaje; de la familia Argasidae.
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La infeccion esta presente a nivel mundial y se mantiene en poblaciones equinas
mientras el vector esté presente. La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) indica
que son zonas endémicas: América Central y del Sur, Africa, Asia, el Medio Oriente y
Europa del Sur. Se menciona que establecer una lista de distribucidon exacta ha sido un reto
debido a que la vigilancia epidemioldgica es variable de un lugar a otro. En muchos paises no
existen datos sobre la situacion epidemioldgica de PE. Sin embargo, la piroplasmosis equina
es una enfermedad de notificacion obligatoria para la OIE (OIE, 2009). Especificamente en
Ecuador se desconocen datos sobre el estatus epidemioldgico y del impacto que esta
enfermedad tiene en los animales. No obstante, es una enfermedad regulada por la autoridad
sanitaria. Agrocalidad ha publicado en 2016 el “Manual de Procedimientos para la
Prevencion y Control de la Piroplasmosis Equina en el Ecuador” que especifica los
lineamientos generales en caso de sospecha y recomendaciones generales para la prevencion
y control de PE. Adicionalmente, se establece la obligatoriedad de notificar a la autoridad
sanitaria la presencia de casos sospechosos y el diagnostico exclusivamente en laboratorios
certificados por Agrocalidad (Agrocalidad, 2016). El ultimo reporte de la presencia de PE en
Ecuador presentado a la OIE registré un brote con 38,78% animales diagnosticados mediante
la técnica de Ensayo Competitivo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISAc) de un
total de 98 equinos adultos (OIE, 2015). Un estudio realizado con muestras de 148 animales
en el canton Palenque de la provincia de Los Rios establecidé un 6,08% de casos positivos
diagnosticados mediante observacion de los protozoarios en frotis sanguineos (Mendoza,
2016). El manual establece que el diagnostico debe llevarse a cabo en uno de los 3
laboratorios certificados a nivel nacional con la técnica de ELISAc correspondiente. Dicha
técnica mide la presencia de anticuerpos arrojando un porcentaje de inhibicion (%l) a partir
de una reaccion colorimétrica. Se consideran los resultados positivos con un %I mayor a 40

(Agrocalidad, 2016).
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La Republica del Ecuador es el segundo productor de aceite crudo de palma en
Latinoamérica y el séptimo en el mundo. La zona de mayor produccion estd al noroccidente
del pais entre los cantones de Quinindé¢ (conocido también como Rosa Zarate) y La
Concordia (Potter, 2011). Dentro de las labores extrativistas, los equinos de trabajo
desempefian un papel fundamental como fuerza de carga. Por tal motivo, resulta relevante
conocer mas sobre el estado sanitario de dichos animales.

Se ha realizado un muestreo de ciertos recintos palmicultores y agricultores del canton Rosa
Zarate en la provincia de Esmeraldas. Al tratarse de una zona tropical, con presencia de
vectores, se presume la presencia de la infeccion. El objetivo de este trabajo fue estimar la
prevalencia de PE mediante el andlisis serologico de equinos de trabajo del canton Quinindé.
Ademas, se pretende identificar un posible vector tomando muestras de garrapatas en
diversos estadios al azar de diferentes zonas corporales de los equinos. Como se menciond
previamente, la Piroplasmosis Equina puede afectar severamente el desempefio del equino.
En este caso es particularmente importante por el papel protagonico que tienen los animales

en la carga de los productos de la industria plamicultora.
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MATERIALES Y METODOS

Todos los procedimientos y manipulacion de animales fueron aprobados por el comité
de bioética de la Universidad San Francisco de Quito (USFQ) mediante el oficio 2017-014, el

16 de julio de 2017.

Lugar y animales

El estudio se llevo a cabo en el mes de julio de 2017. El canton Rosa Zarate, también
conocido como Quinindé, que se localiza en la provincia de Esmeraldas con latitud 0°20" Ny
longitud 79°29" O, con una elevacion de 115 msnm. Segun el Instituto Nacional de
Meteorologia e Hidrologia (INAMHI), el cantdn registra una temperatura anual promedio de
25,52°C, una precipitacion anual de 2646,2mm y un promedio de humedad relativa anual de
86,6% (INAMHLI, 2015).

La poblacion considerada fue de 334 ¢quidos con labores en la extraccion de palma
africana concentrados en 4 recintos del canton Quinindé. De acuerdo a la Encuesta de
Superficie y Produccion Agropecuaria Continua (ESPAC) en la provincia de Esmeraldas
existe una poblacion equina estimada total de 1357 asnales, 19824 caballares y 13032
mulares; incluyendo machos y hembras de todas las edades. Los propietarios de los equinos
son contratados para multiples cosechas por semana en distintas explotaciones. Los animales
recorren las interlineas de los sembrios cargando los racimos de fruta hasta los vehiculos que

la transportaran a la planta extractora (Ayala, 2008; INEC, 2016)
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Muestreo
Para estimar el tamafio de la muestra se aplico la siguiente formula (Naing, Winn &
Rusli, 2006) que toma en cuenta una poblacion finita, con un nivel de confianza del 95%.

_ NZ?xP(1 - P)
~ d?2(N—1)+Z2xP(1—P)

!

n

Donde:

n’= Tamafio de la muestra en una poblacion finita

N= Tamaio de la poblacion= 334 en este estudio

Z= Estadistico Z para el nivel de confianza= 1,95 en este estudio
P= Prevalencia esperada (en proporcion a 1)

d= Precision (en proporcion a 1)= 0,05 en este estudio

Se tomaron en cuenta los valores de 90% de prevalencia de B. caballi, 94% de T. equi
y 100% de prevalencia de Piroplasmosis Equina sin importar el agente etiologico (Tenter,

1988). Los valores de n’ correspondientes se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Célculo del tamaio de la muestra de acuerdo a las prevalencias encontradas por
Tenter, 1988

Agente Prevalencia esperada (%) n
B. caballi 90 97,3
T. equi 94 68.4
PE 100 0

Finalmente se establecid una muestra de 79 individuos.

Todos los animales fueron sometidos a una evaluacion de su estado general de salud
que forma parte de un estudio complementario. Se obtuvieron muestras de sangre de toda la
poblacion por venopuncién yugular. Se utilizaron jeringas descartables estériles de 10ml con
aguja hipodérmica de calibre 21G y 1.5 pulgadas de largo. Una vez tomada la muestra, la
sangre fue transferida a tubos vacutainer de 10ml sin anticoagulante (tapon rojo) para
transporte de suero. Los mismos que eran almacenados en una gradilla en posicion vertical.

Simultaneamente, se recolectd una garrapata al azar por cada animal. Fueron extraidas

utilizando forceps metélicos y se colocaron en tubos de cristal estériles de 10ml con solucion
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de formol al 10%. Todos los tubos de cristal con las muestras de sangre y garrapatas se
transportaron en un mismo contenedor frio (4° C). Al final de cada jornada, el contenedor
correspondiente era transportado durante la noche para su recepcion en el laboratorio del
Hospital Docente de Especialidades Veterinarias de la USFQ. Una vez alli, los tubos con
sangre fueron centrifugados (3000rpm por 10 minutos) y se separd el suero en tubos

Eppendorf de 1,5ml debidamente identificados y preservados en -80°C.

Analisis de muestras
Las 79 muestras de suero que se incluyeron en el estudio fueron enviadas al laboratorio
LIVEXLAB en Quito, certificado por el organismo de control nacional (Agrocalidad). Cada
muestra fue procesada para su cuantificacion de anticuerpos especificos para Theileria equi'y
Babesia caballi. Se hizo uso del método ELISAc VMRD (Veterinary Medical Research
&Development) en ambos casos.

Para la identificacion de garrapatas se observaron las caracteristicas morfologicas de
cada ejemplar bajo un estereoscopio. En base a esto se identificé la especie con ayuda de un

cuadro de identificacion publicado por la Universidad de Rhode Island (2018).
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RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a la cuantificacion del %l de cada muestra procesada con el método
ELISAc existe una seroprevalencia (Tabla 2) del 100% de PE con al menos uno de los dos
agentes causales. La seroprevalencia de animales con ambos agentes simultdneamente es del
88,61%, sin embargo. Para 7. equi se encontr6é un 94,94% de animales positivos y un 93,67%
de positivos a B. caballi. Por otro lado, la especie de garrapatas identificada correspondid a
Amblyomma cajenense (Figura 1) en el 100% de los ejemplares obtenidos.

Tabla 2. Seroprevalencia Piroplamosis Equina en 4 recintos del canton Quinindé

Agente n Total positivos Prevalencia (%)
B. caballi 79 74 93,6
T. equi 79 75 94,9
PE* 79 79 100,0
Infeccidén simultanea** 79 70 88,6

*PE: Son todos los animales que se consideran positivos a Piroplasmosis Equina, sin importar el agente
causal.

**Infeccion simultanea: Son los animales que se consideran positivos a la infestacion con B. caballi y T.
equi a la vez.

e
p=

Figura 1. Garrapatas de la especie Amblyomma cajense obtenidas de equinos de trabajo en el
canton Rosa Zarate. a. Forma juvenil. b. Forma adulta.

El reporte a la OIE (2015) con 38,78% de animales positivos de 98, el estudio
realizado por Mendoza en 2016 con 6,08% de animales positivos de 148 y el presente estudio
con 100% de casos positivos sugiere que la presencia de PE en la costa ecuatoriana es de

distribucion heterogénea. En cuanto a estrategias de diagnostico de PE, la OIE (Igarashi &
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Knowles, 2014) establecio una escala de valoracion que califica las pruebas disponibles de
acuerdo a su proposito en los niveles: “método recomendado”, “método apropiado”, “puede
ser usado en ciertos casos, pero su confiabilidad limita su aplicabilidad”, “método no
apropiado” y “no aplicable”. Los métodos de ELISAc, junto con la Reaccién en Cadena de
Polimerasa (PCR), son las herramientas de diagnodstico que la OIE considera “método
recomendado” para vigilancia epidemioldgica y determinar la prevalencia de infeccion.
Seguidos por la Inmunofluorescencia Indirecta (IFAT), considerada como “método
adecuado”. Particularmente, la especificidad aparente del método ELISAc tanto para B.
caballi o T. equi oscila entre 99.2% a 99.5% (USDA, 2005). Cabe mencionar que, de los
otros dos estudios de PE en Ecuador, solamente en el reporte de 2015 a la OIE se utiliz6 la
misma técnica de ELISAc como en este caso, pero no se mencionan las condiciones en las
que se encuentran ni las actividades que realizan los animales incluidos en su muestra.
Mendoza (2016), por su parte, realizé el diagndstico mediante observacion directa de los
protozoarios en los eritrocitos en frotis sanguineos, método que segiin la OIE “puede ser
usado en ciertos casos, pero su confiabilidad limita su aplicabilidad” (Igarashi & Knowles,
2014). Por tal motivo, este se convierte en el primer estudio de PE en Ecuador usando
ELISAc para diagnosticar su prevalencia en una poblacion de equinos sometidos a trabajo de
carga. Resultaria relevante investigar sobre el impacto que tiene la PE sobre el desempefio y
bienestar de estos animales y, por ende, el impacto en la productividad del sector palmicultor.

Internacionalmente existen estudios de prevalencia para EP con resultados muy
variables al igual que en Ecuador. En Monteria, Colombia, Calderén (2013) establecié una
prevalencia de 18,25% usando la técnica de observacion de frotis sanguineo en 126 caballos.
En la misma region, Tenter (1988) identificd una prevalencia de 100% usando la técnica de
IFAT en suero. En Galicia, Espafa se identific6 una prevalencia de 40% para 7. equi y 28,3%

para B. caballi (Camacho et al, 2005). En ciertas metropolis de Paquistan se identificd una
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seroprevalencia de 52,6% para EP (Hussain et al/, 2014). Estos datos nos sugieren que la
prevalencia tiende a ser mas alta en regiones diagnosticadas con serologia, en climas
tropicales, en animales sometidos a condiciones de trabajo con pobre manejo en general. En
Brasil se han identificado valores como 54,1% para B. caballi y 21.6% para T. equi en
granjas de sementales (Kerber et al, 2009); asi como valores de 97,5% para PE, 69,2% y
78,3% para B. caballiy T. equi respectivamente en una poblacion rural de equinos de trabajo
(Vieira et al, 2013). En México (Cantu et al, 2012) se llevé a cabo un estudio seroldgico con
248 individuos usando IFAT y regresiones logisticas con datos de encuestas epidemioldgicas.
Se determind que su valor de prevalencia de 61,7% de PE, 45,2% de T. equi y 27,4% de B.
caballi no se asocian al sexo, la edad ni el propdsito de los animales; dentro de los cuales
incluy6: caballos de tiro, de policia montada, de “charreria”, de recreacion, de salto y de polo.

En el presente estudio no se incluye metodologia que asegure que la especie de
garrapata A. cajennense es el vector responsable en los casos positivos de PE. Cabe
mencionar el hallazgo de Scoles ef al (2011) que considerd a A. cajennense el vector
predominante en un brote de PE en 292 caballos del sur de Texas, Estados Unidos que llegd a
tener valores hasta 100% de casos positivos en ciertas areas. Ademads, se comprobd su
capacidad de transmision con un caso experimental. También, Scoles & Ueti (2013)
identificaron en un estudio experimental que 4. cajennense tiene la capacidad de producir
transmision de tipo intraestadial vigilando el proceso con técnicas de PCR y serologia para
los hospedadores en el estudio e identificando la presencia de los piroplasmas en las
garrapatas con PCR. En Brasil, Pires et a/ (2013) evaluaron la presencia y el nivel de
infestacion por A. cajennense en 635 caballos. Con un valor de 41,6% de animales infestados
y encuestas epidemioldgicas, aseguran que la presencia de A. cajennense se relaciona a
condiciones de baja altitud, manejo sanitario y zootécnico poco satisfactorio y crianza

extensiva. Puede decirse que el control de PE deberia incluir un adecuado control del impacto
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de A. cajennense en los equinos. En un ensayo en Brasil (Bahia et al, 2004) que prueba el
tratamiento de bafios con compuestos piretroides en equinos cada 7 dias, se determin6 que su
efectividad es mayor cuando se realiza en los meses en los que predomina la infestacion por
larvas y ninfas. Epoca que corresponde a los meses de abril a octubre donde se llevo a cabo el
estudio. En el predio donde se aplico el tratamiento de dicha forma se observo el 89,7% de
reduccién en formas adultas y el 95,4% de reduccion de hembras adultas. Sin embargo,
donde se aplicd tratamiento solamente durante la época de larvas (de abril a julio) los
porcentajes de reduccion obtenidos fueron 58,6% y 69% respectivamente. Méas alla de esto,
es importante la inmunidad adquirida de los equinos frente a A. cajennense. Castagnolli et al
(2003) realizaron experimentalmente 3 infestaciones consecutivas de A. cajennense en
caballos “naive”, que no habian sido expuestos al vector, y compararon los resultados de
rendimiento larvario y el peso de ninfas hinchadas sobre el animal con los datos de una
poblacion de caballos y burros expuestos de forma natural en campo. Se observo que al cabo
de la primera infestacion la resistencia al vector era mucho menor en el grupo experimental
con respecto a la referencia. Sin embargo, la resistencia aument6 casi hasta el nivel de la
referencia al cabo de la tercera infestacion. Como dato adicional, se pudo comprobar que los
burros poseen mayor resistencia con respecto a los caballos.

Al no existir estrategias de vacunacion efectivas y al tratarse de una poblacion donde
EP es endémica, es recomendable la estrategia de “premunicién” para prevenir brotes de
enfermedad. Se refiere a un estado de infeccion previa del individuo y obtencién de un
estatus de portador con el fin de mantener inmunidad protectora. En este tipo de poblaciones
deberian evitarse los intentos para eliminar la parasitemia farmacoldgicamente a los animales
positivos. Los babesicidas deben ser usados solamente en animales con manifestacion clinica
de moderada a severa. Otra estrategia que resulta factible es controlar la infestacion de

garrapatas aplicando agentes acaricidas. En estas zonas endémicas es mas efectivo realizar el
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control de acuerdo a la estacionalidad de la infestacién del vector, siempre y cuando los
animales se mantengan en el mismo sitio. Debe tomarse en consideracion que la resistencia a
acaricidas es un problema serio y su uso debe hacerse con cierto criterio. En potros, la
exposicion a garrapatas e infeccion natural puede resultar en inmunidad sin signos evidentes

de enfermedad (Rothschild & Knowles, 2007).
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