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I. INTRODUCCION

La Babesiosis Equina es una enfermedad provocada por los hemoparasitos
protozoarios Babesia caballi y Theileria equi (antes conocida como Babesia equi),
afecta a caballos, mulas, asnos y cebras. En forma hiperaguda es fatal, provocando
la muerte en 24-48 horas. Las formas subaguda y cronica provocan debilidad,
anemia, fiebre, disminucién de peso corporal y rendimiento atlético; ademas puede
generar complicaciones secundarias como fallo renal, cdlico, laminitis, infertilidad y
aborto. La parasitosis con B. caballi mantiene al animal portador de uno a cuatro
afios y en caso de inmunosupresion puede desarrollar clinicamente la enfermedad.
Los animales que se recuperan de T. equi seran portadores por toda su vida, si no

reciben el tratamiento adecuado. (21)

La Babesiosis Equina en Guatemala se puede considerar endémica. Addair (1978)
determind, a través de la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IFA), una
prevalencia del 70% (T. equi: 22%, B. caballi: 18% y mixta: 30%).

Segun el Censo Nacional Agropecuario 2003 la poblacién equina en Guatemala es
de 218,700 cabezas. Los caballos han tenido en los dultimos afios mayor
importancia y relevancia en nuestro pais, debido a su crianza, comercio y a su

papel en el ambito deportivo de la equitacion.

Para exportar o transportar caballos, principalmente a paises donde no esta
presente la enfermedad, se requiere de un examen seroldgico que afirme que el
caballo esta libre de Babesiosis. En Guatemala, para este diagndstico, solamente
estd disponible el Frotis Sanguineo, siendo necesario enviar las muestras al

extranjero para que este tenga validez.



Al no tener un diagndstico mas sensible y especifico a nivel nacional, la presencia
de la enfermedad se obvia en los caballos portadores, lo cual no permite dar un
tratamiento adecuado y se aumenta la propagacion de esta enfermedad. De igual
manera, la participacion en competencias internacionales y todo el entreno previo a
éstas se puede ver frustrado, si el diagnostico serolégico se realiza hasta el
momento en que va a ser trasladado el equino; o peor, cuando éste se encuentra
ya en cuarentena. Cada muestra que se envia para el diagnostico seroldgico en el

extranjero representa un gasto considerable.

En animales portadores o con enfermedad crénica es dificil detectar y diferenciar
T. equi y B. caballi a través de Frotis Sanguineo. El diagnostico a través de Frotis
Sanguineo estéa sujeto a la experiencia y criterio del profesional que lo ejecuta, a la

fase de la enfermedad en que se encuentre y, es a veces subjetivo.

Con el presente estudio determiné la concordancia entre el método cELISA y el
Frotis Sanguineo para el diagndstico de Babesiosis equina y en base a éste,
recomendé la implementacion de cELISA como método diagnéstico de esta

enfermedad en nuestro pais.



II. HIPOTESIS

No existe concordancia entre la prueba cELISA y el Frotis Sanguineo

para el diagnostico de Babesia caballi.

No existe concordancia entre la prueba cELISA y el Frotis Sanguineo

para el diagndstico de Theileria equi.



lll. OBJETIVOS

3.1. Objetivos generales:

Generar informacion que propicie un mejor diagnéstico de Babesiosis

Equina en Guatemala.

3.2. Objetivos especificos:

Determinar el grado de concordancia entre la prueba de cELISA vy el Frotis

Sanguineo para el diagnéstico de Babesia caballi.

Determinar el grado de concordancia entre la prueba de cELISA vy el Frotis

Sanguineo para el diagnostico de Theileria equi.

Analizar los resultados obtenidos para el diagndstico de Babesia caballi y

Theileria equi a través del Frotis Sanguineo.

Analizar los resultados obtenidos para el diagndstico de Babesia caballi y

Theileria equi a través de cELISA.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Babesiosis equina

También es llamada Piroplasmosis equina y fiebre biliar. Babesia caballi y Theileria
equi, sélos o combinados, son los protozoos responsables de esta enfermedad.
Son transmitidos por varias especies de garrapatas del género Dermacentor,
Rhipicephalus e Hyalomma. Todos los equinos incluyendo caballos, mulas, burros
y cebras pueden ser afectados. Es mas frecuente en regiones tropicales y
subtropicales; sin embargo, también se presenta en climas templados donde las

condiciones son aceptables para el desarrollo de las garrapatas. (3,5,18)

La babesiosis equina se considera endémica en el 90% del mundo, solamente
Australia, Estados Unidos de Norteamérica, Canada, Japon, Inglaterra e Irlanda

son considerados paises no endémicos de esta enfermedad. (3,5,18, 19)

4.1.1 Importancia

El diagnéstico se dificulta porque los signos clinicos son muy variables y no
especificos. Pueden pasar desapercibidos, ser leves, moderados, agudos, crénicos
o ser fatales. Se ha reportado mortalidad del 20% en animales nunca antes

expuestos a babesiosis equina. (5, 18)

Animales afectados previamente pueden convertirse en portadores por varios
meses 0 afos, siendo una fuente de infeccion para garrapatas que actian como
vectores. Introducir un animal portador en areas donde las garrapatas vectores son

prevalentes puede conllevar a la diseminacién epizodtica de esta enfermedad. (17)

En 1961 y 1965 en Florida, Estados Unidos de Norteamérica, se presentd una
epidemia de Babesiosis equina, y fue hasta 10 afios después de una campafia de
erradicacion que se logré ser libre de esta enfermedad. En Australia se reportd
casos, sin embargo, este pais no se volvié endémico. Durante las Olimpiadas de

1996, en Atlanta, caballos con anticuerpos detectables a los agentes etioldgicos de
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Babesiosis equina (Babesia caballi y Theileria equi) fueron aislados de los demas.
Se les permiti6 competir en eventos dentro del estadio, pero no en los eventos al
aire libre o en el campo, ademas se tomaron estrictas medidas en cuanto al control
de garrapatas. Medidas similares se utilizaron en las olimpiadas de Sydney,
Australia en el afio 2000. (5, 18)

El transporte internacional de caballos se afectd drasticamente y, a caballos
serolégicamente positivos a babesiosis equina, no se les permitid la entrada a

paises libres de esta enfermedad. (1, 20)

4.1.2 Agentes etiolégicos
Babesia caballi

En los equinos se desarrolla dentro del citoplasma de los eritrocitos de los equinos.
En la fase de merozoito, infecta a los eritrocitos y se convierte en trofozoito, que
crece y madura dividiéndose en dos merozoitos capaces de infectar otro eritrocito.
(17) El periodo de incubacién para Babesia caballi es de 10 a 30 dias; sin

embargo, ha sido variable reportandose inclusive 5 dias. (5, 8, 18)

Babesia caballi, a diferencia de Theileria equi, se desarrolla en células intestinales,
en ovario y en glandulas salivales de larvas, ninfas y garrapatas adultas. Existe
transmision ovarica; transmite los parasitos a su descendencia y convierte la
garrapata en uno de los principales reservorios. Estas garrapatas pueden infectar a
un hospedero sin haber sido infectadas por otro hospedero. Este ciclo evolutivo
varia un poco, segun el tipo de garrapata que sea el vector, el ciclo descrito es para

Dermacentor nitens. (5, 22)

Es una de las babesias mas grandes, un merozoito de Babesia caballi dentro de un
glébulo rojo mide aproximadamente 2-5 um de largo y 1.5-3 um de diametro. Los
merozoitos pueden tener forma redondeada, ovalada o piriforme y son de
coloracion basofila. Es comun observar los merozoitos en pareja, unidos del

extremo posterior y formando un angulo agudo. (8, 17)



Theileria equi

Se reproduce en tejido linfatico y en el citoplasma de linfocitos circulantes de forma
asexual, produciendo micro y macroesquizontes. Los macroesquizontes a su vez
se convierten en macromerozoitos, que se reproducen nuevamente en linfocitos
pero esta vez de manera sexual para producir microesquizontes y
macroesquizontes. Los microesquizontes producen micromerozoitos que son los
que infectan los globulos rojos. (5) El periodo de incubacién para Theileria equi

es de 12 a 19 dias aproximadamente. (5, 18)

Theileria equi es mas pequefia que Babesia caballi mide aproximadamente 2 pm
de largo, es basdfila, pleomérfica, mas cominmente redonda, ovalada o piriforme,
a veces en forma anular. Posee uno o varios merozoitos, principalmente uno o
cuatro; cuando se encuentran cuatro merozoitos en un glébulo rojo se denomina
‘cruz de malta”. (4, 8, 17)

Babesia equi fue reclasificada como Theileria equi en 1998. A través de varios
estudios se demostro la diferencia en cuanto al ciclo de vida, proteinas
superficiales y el ADN de este parasito al de los de la familia Babesidae y la

similitud con los de la familia Theileridae. (5, 8)

4.1.3 Transmision

Los caballos se infectan con Babesia caballi y Theileria equi cuando son
parasitados por garrapatas portadoras de éstos; estas garrapatas adquieren estos
protozoos al ingerir sangre, dentro de ella se dan varios ciclos de replicacion; las
células intestinales, los ovarios y las glandulas salivales se infectan. Se da una
constante liberacién de esporozoitos en el lumen de la glandula salival a través de
la hemolinfa. Estos hemoparasitos responsables de la Babesiosis equina son
transmitidos cuando las garrapatas, ya sea adultas o ninfas muerden a un equino,
infectandolo. (5, 8)
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La Babesia caballi a diferencia de Theileria equi posee transmision transovarica,
transmitiendo el parasito a su descendencia, convirtiendo a la garrapata en uno de

los principales reservorios de este parasito. (5)

Se ha descrito que la Babesiosis equina es transmitida por varias especies de
garrapatas del género Dermacentor, Rhipicephalus e Hyalomma. En el afio 2005

Russell describe a las siguientes 12 especies de garrapatas como vectores de

Babesia caballi y Theileria equi respectivamente:

Babesia equi Babesia caballi
Rhipicephalus sanguineous Rhipicephalus sanguineous
Rhipicephalus evertsi Rhipicephalus bursa
Rhipicephalus turanicus Dermacentor nitens
Rhipicephalus bursa Dermacentor salvarum
Dermacentor reticularis Dermacentor marginatus
Dermacentor marginatus Dermacentor reticularis
Hyalomma excavatum Hyalomma excavatum
Hyalomma anatolicum Hyalomma dromedarii

La Asociacion Americana de Medicina Veterinaria describi6 a Dermacentor
variabilis como vector de ambos parasitos; a algunas garrapatas del género
Boophilus como vectores de estos parasitos y ademas a otros insectos
hematofagos. (5) Puede ser transmitida iatrogénicamente a través de agujas o

instrumental quirdrgico contaminado con sangre infectada. (5, 8)

En yeguas prefiadas, no se transmite al potrillo, y éste adquiere inmunidad a
través del calostro; por ello, los analisis en potrillos al pie de la madre positivas
también son serol6gicamente positivos; sin embargo, en una zona libre de
garrapatas sin factores predisponentes, estos potrillos se negativizan a los 4 a 5

meses de destetados. (19)



4.1.4 Patogénesis

Se conoce poco de la patogénesis de la Babesiosis equina. Cuando los eritrocitos
son parasitados ya sea por Babesia caballi, Theileria equi 0 ambos, se provoca
estrés metabdlico de estas células. Esto causa hipofosfatemia y debilitamiento de

las membranas de los eritrocitos resultando en hemdlisis. (19, 8)

La presencia del parasito y destruccion de eritrocitos produce activacion del
complemento y liberacidbn de mediadores inflamatorios, incluyendo bradiquinina,
histamina y 5-hydroxytryptamina. Algunas poseen efecto pirbgeno provocando la
fiebre caracteristica de los animales con Babesiosis equina. (5, 16)

La lisis intravascular de los eritrocitos produce hemoglobinemia, hiperbilirubinemia,
ictericia, hemoglobinuria, especialmente en infecciones con Theileria equi. (8, 19)

Al haber menos eritrocitos circulando en la sangre se reduce la capacidad de ésta
para oxigenar a todos los tejidos del cuerpo del animal; por esto es que la
respiracion y la frecuencia cardiaca aumentan. (5) La hemdlisis disminuye el
hematocrito, considerandose una anemia hemolitica regenerativa. También se

observa monocitosis y eosinopenia. (8, 19)

Las células afectadas se van juntando en pequefios vasos y capilares obstruyendo
el fluido normal de sangre predisponiendo a causar coagulopatia intravascular
diseminada (CID). Estos acumulos de eritrocitos, al ser filtrados, dafian el rifidén
pudiendo causar un fallo renal. (5, 8) Debido a que el érgano encargado de
remover los eritrocitos viejos, daflados o destruidos es el bazo, éste se encuentra

agrandado. (5)
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4.1.5 Signos clinicos

Los signos clinicos varian y dependen de varios factores como; el nimero de
eritrocitos afectado, agente etioldégico (Babesia caballi, Theileria equi o ambos),
respuesta de la activacion del complemento, liberacibn de mediadores

inflamatorios y principalmente, estado inmunoldgico del animal. (5, 21)

Theileria equi es considerado mas patégeno que Babesia caballi debido a que

este parasito infecta normalmente mas del 20% de los eritrocitos. (5, 21)

Cuando se presenta en forma hiperaguda, los caballos pueden morir subitamente,
0 presentarse moribundos y morir de 24 a 72 horas. Esta forma de presentacion
no es muy comun, se le atribuye mas a Theileria equi 0 cuando se presentan

ambos parésitos. (5, 8, 17, 19)

La temperatura normal de un caballo oscila entre 37.5 y 38 °C. La forma aguda se
caracteriza por presentar fiebre arriba de 40 °C, anorexia, depresion, ictericia,
hemoglobinemia, hemoglobinuria, mucosas palidas y con hemorragias
petequiales, taquicardia, taquipnea, depresion, decaimiento, malacia. En algunas
ocasiones sudor, cdlico, lagrimeo, incoordinacién, murmullos cardiacos, edema
subcutaneo alrededor de la cabeza, parpados y extremidades, heces fecales mas
pequefias y secas de lo normal. Las hembras gestantes que contraen la

enfermedad obtienen potrillos anémicos y débiles o, los abortan. (5, 8, 17, 21)

La forma subaguda presenta fiebre intermitente, anorexia, pérdida de peso,
taquicardia, taquipnea, membranas mucosas palidas y/o ictéricas con posibles
hemorragias petequiales o equimoticas, estas hemorragias también pueden verse
a nivel de la esclerética, hemoglobinuria y bilirrubinuria. Hay una leve depresién de

los movimientos intestinales provocando un leve cdlico. (8, 12, 17)
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En la forma crénica los signos son inapetencia, pérdida de peso y condicion
corporal, desempefio fisico pobre, debilidad, leve anemia; al realizar palpacién

rectal, se encuentra el bazo agrandado de tamafo. (8, 17, 19)

Si el animal sobrevive la enfermedad aguda inicial, muchas veces ésta se torna
cronica, convirtiendose en equinos portadores. Los caballos infectados con
Theileria equi se convierten en portadores, el parasito permanece en su sangre en
muy pocas cantidades, pero puede seguir siendo trasmitido por la garrapata.
Cuando estos animales sufren inmunosupresion por enfermedad o estrés pueden
llegar a desarrollar nuevamente la infeccion. La infeccion con Babesia caballi
puede llegar a persistir por 1 a 4 afos, pudiendo llegar a ser eliminadas
espontaneamente luego de 12 a 42 meses, a diferencia de Theileria equi donde la

eliminacion espontanea no ocurre. (5, 19, 21)

Varias complicaciones secundarias pueden resultar de la Babesiosis equina,
incluyendo fallo renal agudo, célico, enteritis, laminitis, neumonia, infertilidad y
aborto. (8)

4.1.6 Lesiones post mortem

Dentro de los hallazgos encontrados en la necropsia de animales con Babesiosis
estan: sangre acuosa, ictericia, efusion pericardica, higado color café-anaranjado y
agrandado de tamafio, esplenomegalia, rifiones palidos, friables y con
hemorragias petequiales, en corazobn hemorragias subpericardicas vy
subendocardicas. También se observa edema en pulmones y signos de

neumonia. (5, 8, 18)
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4.1.7 Diagnostico

¢ Clinico

A través de los signos clinicos se puede llegar a sospechar de la enfermedad; sin
embargo, los signos son variables pero no son especificos. De igual manera
sucede con las lesiones post mortem halladas durante la necropsia.

e Examenes de laboratorio
- ldentificacion del parasito: Comunmente se realiza a través de frotis de sangre
periférica, fijados con metanol y coloreados comunmente con Giemsa. El
hallazgo de los protozoos depende de la fase parasitaria en la que se
encuentre y de la cantidad de eritrocitos infectados. (4, 5, 17) Otra
alternativa es la realizacién de un frotis sanguineo de garrapata parasitante
del caballo a muestrear, sin embargo en algunas garrapatas las formas
sanguineas de Babesia desaparecen. (8, 18) En estos casos una opcion es
realizar un frotis a través de la hemolinfa de la garrapata, lo cual consiste en
arrancar de la garrapata a muestrear cualquier segmento de alguna de las

patas, y tomar una gota de hemolinfa, se fija y colorea con Giemsa. (22)

- Examen serologico: Es de gran ayuda, especialmente en casos cronicos o de
portadores. Dentro de este grupo estan: fijacion de complemento,
inmunofluorescencia (IFA), ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA), reaccion de polimerasa en cadena (PCR). Para el transporte
internacional de caballos, IFA y ELISA son los métodos que se
recomiendan.(17) A pesar de ésto, los métodos mas utilizados han sido, la
fijacion de complemento (a diferencia de IFA no diferencia las dos especies
de babesias) y ELISA (puede dar falsos positivos y falsos negativos). Se ha
desarrollado la prueba competitiva de ELISA (CELISA) que detecta caballos
infectados con B. caballi y T. equi, especificamente.(21) Otros métodos
diagnaosticos incluyen pruebas de DNA y cultivos en vitro. (18)
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Cuando los resultados de algun andlisis serolégico son dudosos, se inocula 500 ml
de sangre, con anticoagulante y antibiotico, del caballo a examinar a un caballo
susceptible, de preferencia esplenectomizado, el cual se mantiene en observacion
y se realizan frotis sanguineos. También se pueden utilizar garrapatas especiales
libres de parasitos y alimentarlas del animal a sospechar para luego ya sea

examinarlas a ellas o por la transmision a otro animal susceptible. (17, 18)

4.1.8 Inmunoensayo competitivo ligado a enzimas (CELISA)

El inmunoensayo competitivo ligado a enzimas es también es llamado ELISA
competitivo, es una variedad del ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA) gue se ha desarrollado. (12, 15)

Al igual que un ELISA, es una prueba serologica de interaccion primaria, este
método diagnostico puede determinar la concentracion de antigenos o de

anticuerpos presentes en el suero de un animal. (12, 15)

Si el ELISA competitivo estd disefiado para determinar la concentracion de
anticuerpos, el método se va basar en la competencia entre el anticuerpo de la
muestra y un anticuerpo marcado con una enzima por la union con el antigeno de
captura. Cuanto menor sea la intensidad del color generado (menor absorbancia),
mayor sera la concentracion de anticuerpo en la muestra problema. Habra
ausencia de color en una muestra positiva debido a que el sustrato no encontrara
a la enzima porque el conjugado ha sido desplazado por el anticuerpo presente en
la muestra. (14, 15)
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Si el ELISA competitivo estd disefiado para determinar la concentracion de
antigenos, el método se va basar en la competencia entre el antigeno de la
muestra y un antigeno marcado con una enzima por la unién con el anticuerpo de
captura (ver anexo 7). Cuanto menor sea la intensidad del color generado (menor
absorbancia) mayor sera la concentracion de anticuerpo en la muestra problema.
(14, 15)

El ELISA es una de las pruebas aprobadas para diagnosticar babesiosis equina

para el transporte y comercio internacional de equinos.

4.1.9 Diagnostico diferencial

La babesiosis equina se debe de diferenciar con: Anemia Infecciosa Equina,
Parpura hemorragica, Leptospirosis, Tripanosomiasis, Peste Africana, Erlichiosis

Granulocitica Equina e intoxicaciones con plantas o quimicos. (8, 12, 18, 19)

4.1.10 Tratamiento

Cuando la Babesiosis es diagnosticada y tratada temprano existen buenas
posibilidades de recuperacion, las infecciones con T. equi son mas resistentes que

las infecciones causadas por B. caballi. (8)

Para tratar una infeccion por B. caballi se utiliza 2.2 mg/kg de Dipropionato de
iminocarbamida (Imidocarb) cada 48 horas por 3 dias. En un caso de T. equi se
administran 4 mg/kg cada 72 horas por 10 dias. (8) Este medicamento es muy
eficaz, sin embargo tiene poco margen de seguridad en relacion a la dosis para el
caso de T. equi; en los burros esta droga esta contraindicada, porque puede
provocar shock anafilactico. (5, 19)
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4.1.11 Prevencién y control

Para prevenir la Babesiosis equina se requiere un estricto control de garrapatas,
asi como evitar la transmision de manera iatrogénica realizando todos los

procedimientos médicos con asepsia.

4.1.12 Salud publica

Segun un articulo de la Asociacion Americana de Medicina Veterinaria e informes
de la OIE, Theileria equi ha sido implicada en infecciones humanas, pudiéndose
observar fiebre, anemia hemolitica y hemoglobinuria. (5, 18)
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Recursos

5.1.1 Recursos Humanos

Una investigadora
Tres asesores Médicos Veterinarios

Un caballerango

5.1.2 Recursos de campo

Alcohol etilico al 70%

Algodoén

100 agujas vacutainer (21G x 1 1/2)

100 tubos de ensayo estériles de 4.5 ml con anticoagulante (EDTA)
100 tubos de ensayo estériles de 10 ml sin anticoagulante
Marcador permanente

Gradillas

Hielera

Hielo

Lapicero

Hoja de identificacion de caballos a muestrear (anexo 1)
Hoja de resultados (anexo 2)

5.1.3 Recursos de laboratorio para realizar frotis sanguineo

100 laminas portaobjetos

Metanol

Colorante de GIEMSA al 10%

Microscopio Optico con objetivo de inmersién

Marcador



5.1.4 Recursos de laboratorio para realizar prueba cELISA
- Lector de ELISA con filtro de 650 nm de largo de onda
- Micropipetas simples y multiples de volumen ajustable
- Puntas plasticas para las micropipetas
- Microplacas
- Recipiente para lavar pipetas y placas
- Refrigeradora (2 a 7°C)
- Congelador (- 20 °C)
- Agua destilada
- Toallas de papel
- Masking tape
- Cronémetro
- Kit para detectar anticuerpos de Babesia caballi en suero, cELISA
(inmunoensayo competitivo ligado a enzimas)
- Kit para detectar anticuerpos de Theileria equi en suero, cELISA

(inmunoensayo competitivo ligado a enzimas)

Ambos Kits para 180 muestras contienen:
- Placas cubiertas de Antigeno
- Control Positivo
- Control Negativo
- Anticuerpo Primario 100X
- Conjugado Anticuerpo Secundario- Peroxidasa 100X
- Solucion Buffer Diluyente de Anticuerpo
- Solucion Buffer Diluyente de Suero
- Solucion de Lavado Concentrada 10X
- Solucion de Sustrato

- Solucion de Parado



5.2 Métodos

5.2.1

5.2.2

Area de estudio

Tomé las muestras de sangre en:

Luaar # Muestras
9 tomadas
Caballerizas del Hipédromo del Sur, Finca
La Aurora, Ciudad de Guatemala, 27
Guatemala.
Caballerizas de la Escuela Militar de
Equitacién (EME), 32 Calle 18-80 zona 5, 21
Ciudad de Guatemala, Guatemala
Caballerizas de La Azotea, Jocotenango,

., 11
Sacatepéquez, Guatemala.
Finca Las Placetas, Aldea El Tule, 6
Asuncién Mita, Jutiapa, Guatemala.
Finca El Tule, Aldea El Tule, Asunciéon Mita, 5
Jutiapa, Guatemala
Finca El Jicaral, Aldea El Coco, Asuncion 4
Mita, Jutiapa, Guatemala
Santa Elena, Petén, Guatemala 26
Total 100

Criterios de inclusion

Los 100 caballos muestreados cumplen con las siguientes caracteristicas:

- Mayores de 1 afo de edad.

- Hembras, machos sin castrar o machos castrados.

- Con condicion fisica: buena, regular o mala

18
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5.2.3 Identificacion de caballos y muestras

Identifiqué las muestras de cada caballo con niumeros del 1 al 100, de cada
uno tomé dos muestras de sangre: A) con anticoagulante, para realizar el
frotis, y B) sin anticoagulante, para obtener el suero, y realizar la prueba
CELISA.

5.2.4 Toma de muestras de sangre y suero

1. Realicé la toma de muestras de sangre en el tramo de cada caballo y en
algunos casos con ayuda de lazos en un potrero.

2. Antes de tomar cada muestra desinfecté el area de la vena yugular con
alcohol.

3. Con aguja Vacutainer de 21G x 1% recolecté primero en un tubo con
anticoagulante 3 ml de sangre (muestra A), y luego, sin retirar la aguja de
la yugular y en un tubo sin anticoagulante 7 ml de sangre (muestra B).

4. Coloqué las muestras A en una hielera protegida del sol.

5. Coloqué las muestras B en un lugar fresco alejado del sol, y en forma

inclinada, luego de separado el coagulo congelé a -20°C el suero.

5.2.5 Realizacion, coloracién y observacion del frotis sanguineo

Realicé los frotis sanguineos de cada muestra A.
Agregué metanol por 5 minutos.
Teiii el frotis con el colorante Giemsa al 10% durante 15 minutos.

Lavé el frotis con agua destilada y sequé a temperatura ambiente.

o bk 0N e

Observé cada frotis con objetivo de inmersion.



5.2.6

5.2.7
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Realizaciéon de la prueba cELISA

Realicé la prueba cELISA en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad de San Carlos de

Guatemala, como lo describe el fabricante de la prueba (ver anexo 8).

Realicé la lectura de la prueba con el lector de ELISA del laboratorio de
Avicultura de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad

de San Carlos de Guatemala.

Interpreté los resultados obtenidos en base a las indicaciones del fabricante

de la prueba (ver anexo 8).

Registro de datos y resultados

Registré todos los datos de identificacion de cada caballo en la Hoja de
Protocolo (anexo 1) y los resultados obtenidos en la Hoja de Resultados

(anexo 2).

5.3 Andlisis estadistico

Determiné el grado de concordancia entre la prueba cELISA y el frotis
sanguineo para el diagnostico de Babesia caballi y de Theileria equi en
base a los margenes propuestos por Landis y Koch, en funcién al indice de

concordancia Kappa. (19)
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

De las 100 muestras analizadas a traves de cELISA 49% fueron negativas y 51%
positivas: 39% a T. equi y 27% a B. caballi, ademés el 15% coincidid6 en ambos
parasitos (tabla 1). Por medio del FS el 85% de las muestras fueron negativas y el

15% positivas, en este caso Unicamente a B.caballi (tabla 2).

Tabla 1. Resultados de muestras analizadas a través de cELISA

. o emoparasito B. caballi T. equi B. caball_l yT Total
Diagnostico equi

POSITIVAS 27 39 15 51

NEGATIVAS 73 61 85 49

Tabla 2. Resultados de muestras analizadas a través del Frotis Sanguineo

_ —& emoparasito B. caballi T. equi B. caball_l yT. Total
Diagnodstico equi

POSITIVAS 15 0 0 15

NEGATIVAS 85 100 0 85

A pesar de que a nivel nacional no se ha registrado ni se tienen antecedentes del
diagnostico por medio del FS, el no detectar T. equi microscopicamente, contrasta
totalmente con reportes seroldgicos y con otros estudios realizados. Desde 1978,
Addair, a través de Inmunofluorescencia Indirecta (IFA) determind 70% de
prevalencia de Babesiosis Equina: 52% de T. equi y 48% de B. caballi, y en el

presente estudio, a través de cELISA, fué de 39% para T. equi.
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Légicamente, la prueba de cELISA diagnostica mayor cantidad de muestras
positivas que un FS, debido a que los anticuerpos, detectados por cELISA, se
mantienen desde que los caballos son parasitados hasta por varios afios después,
e inclusive, si es por T. equi, hasta de por vida. Sin embargo no es ldgico que
teniendo una prevalencia tan alta no se halla podido diagnosticar T.equi, en
nuestro pais, a través de un FS. B. caballi, con una prevalencia menor si ha sido
diagnosticada comunmente, a tal punto, que hay quienes piensan que éste es el

anico hemoparasito que realmente afecta a los equinos en nuestro medio.

Ademas de la prevalencia, Ali et al (1996) y OIE (2005) destacan que la deteccion
microscoépica de T. equi es mas facil y comdn que la de B. caballi, debido a que la
parasitemia es mayor (T. equi: 1-20%, B. caballi: 0.1-10%) y que asi como otras
Theilerias, T. equi se mantiene durante periodos de tiempo largos en el torrente

sanguineo, por lo que deberia de ser méas probable su deteccion en FS.

Con esta informacion, y teniendo en cuenta que cuatro muestras fueron positivas a
B.caballi en FS, pero en cELISA Unicamente a T. equi (tabla 3), aumenta la
posibilidad de muestras mal diagnosticadas. La equivocacién se puede deber a

distintas razones:

e La presencia de artefactos, la mala coloracion del FS o si el colorante esta

precipitado puede generar confusién y dar como resultado un falso positivo.

e EIl diagnédstico del FS es positivo cuando se detecta microscopicamente el
parasito a través de la observacion, pero el criterio, la experiencia y la

capacidad de quien lo realiza varia haciendo que esta prueba sea subjetiva.

e Para diagnosticar una muestra positiva a de T. equi, requeri encontrar en el FS
la forma caracteristica de presentacion de los merozoitos, denominada “Cruz
de Malta”, a pesar que estos pueden presentarse de multiples formas;

ovaladas, redondas, elipticas, etc, ya que estas otras presentaciones son
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tipicas de B. caballi. Sin embargo, los FS de este estudio pudieron haber
contenido merozoitos de T. equi solamente en formas ovaladas, redondas o

elipticas y no en cruz de malta, pudiendo dar un resultado falso negativo.

e La busqueda tanto de T. equi como de B. caballi en los FS la prioricé a nivel de
glébulos rojos, pero si tomamos en cuenta que AVMA (2006) y Russell (2005)
reportan que en la primera etapa se puede observar parasitemia en linfocitos o
a nivel extracelular, el analisis de los FS fué incompleto y pudo repercutir en un

diagnéstico equivocado.

Por otro lado la prueba de cELISA ha sido descrita como altamente confiable por
ser altamente especifica y sensible por lo que la probabilidad de un falso positivo o

un falso negativo es muy baja.

Tabla 3. Resultados del Frotis Sanguineo y cELISA
para cada situacion presentada.

Frotis Sanguineo cELISA
B. caball | T.equi | B.cabali | T.equi | oo
+ _ + + 3
+ _ + j 5
+ . i N 2
- - 7
- - * - 10
- - - + 20
* - - - 1

- i - - 48
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Por todo lo expresado anteriormente, principalmente la poca sensibilidad y
especificidad del Frotis Sanguineo para el diagnéstico de Babesiosis Equina, en
contraste con la alta sensibilidad y especificidad de cELISA, sobretodo en
caballos portadores determiné una concordancia baja entre la prueba de cELISA 'y
del Frotis Sanguineo para el diagnéstico de B. caballi, donde K=0.34, y para T.

equi una concordancia insignificante, ya que K=0 (tabla 4).

Tabla No. 4 Concordancia a través del indice de Kappa entre la prueba de cELISA y

el Frotis Sanguineo para Babesia caballi y Theileria equi

Hemoparésito indice de Kappa Grado de concordancia *
Babesia caballi K=0.34 Baja
Theileria equi K=0 Insignificante

* Grados propuestos por Landis y Koch (19)
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VIl. CONCLUSIONES

La concordancia entre el diagnéstico de Babesia caballi a través de la
prueba de cELISA y el Frotis Sanguineo fue baja y para el diagndstico de
Theileria equi fué insignificante, principalmente porque al ser una
enfermedad de alta prevalencia, un alto porcentaje de los caballos
muestreados son portadores o presentaron la enfermedad de forma

subclinica.

Por medio de la prueba de cELISA, 36% mas caballos fueron positivos a

Babesiosis Equina que los diagnosticados por el Frotis Sanguineo.

La prevalencia de Babesiosis Equina para los caballos muestreados, en
base a los resultados de la prueba de cELISA fué del 51%: 39% de
Theileria equi, 27% de Babesia caballi y 15% mixto.

Theileria equi es el hemopardasito con mayor presencia y participacion en
la Babesiosis Equina de los caballos muestreados, a pesar de que se
creia que su participacidbn como agente etiolégico de Babesiosis Equina

en el pais era poco frecuente.

Theileria equi puede confundirse con Babesia caballi a través del
diagndstico del Frotis Sanguineo debido a que, no siempre T. equi se
presenta en la clasica forma de cruz de malta, y la diferencia del tamafio
entre ambos pardsitos, por sus distintas fases evolutivas, no es

determinante para hacer la diferenciacion.
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El diagndstico de Babesiosis Equina a través del Frotis Sanguineo es muy
subjetivo y poco confiable, principalmente para los caballos portadores y
gue este sea el Unico método diagndstico disponible en nuestro pais es
inapropiado de acuerdo a las necesidades y requerimientos actuales para

el comercio y transporte de caballos.

La prueba de cELISA por su alta sensibilidad y especificidad es una
prueba confiable para el diagnéstico de Babesiosis Equina, tanto para
Babesia caballi como para Theileria equi, y su implementacion en nuestro

pais, seria de gran ayuda tanto a nivel nacional como a nivel regional.
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VIll. RECOMENDACIONES

Implementar cELISA como método diagndstico de Babesiosis Equina para
mejorar el control y difusion de esta enfermedad en nuestro pais, asi como
para disminuir riesgos y costos en equinos que se desea exportar o

transportar hacia otros paises.

Realizar otros estudios relacionados, donde se tome en cuenta la
parasitemia de Theileria equi en linfocitos y en su fase extracelular en un
Frotis Sanguineo o comprobar la utilidad del Frotis de la hemolinfa de

garrapata para diagnéstico de Babesiosis Equina.
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IX. RESUMEN

Concordancia entre la prueba cELISA y el Frotis Sanguineo

como método diagnosticos para Babesiosis Equina

Tomé muestras de sangre a 100 caballos de razas y sexos diferentes,
comprendidos entre 2 a 12 afios de edad, originarios de cuatro departamentos de
Guatemala (Ciudad de Guatemala, Sacatepéquez, Jutiapa y Petén). Con cada
muestra realicé un Frotis Sanguineo (FS) y una prueba de cELISA para
diagnosticar Babesia caballi o Theileria equi. Segun el indice de Kappa y los
margenes de Landis y Koch la concordancia entre ambas pruebas para el
diagnoéstico de B. caballi fue baja (k= 0.34) y para el diagnéstico de T. equi fue
insignificante (k=0). La prevalencia en base a cELISA fue del 51% (24% T.equi,
12% B.caballi y 15% para ambos parasitos). La prueba de cELISA por su alta
sensibilidad y especificidad permitié diagnosticar 36% mas caballos positivos que

los diagnosticados por Frotis Sanguineo.

Palabras clave: Babesiosis Equina, Babesia caballi, Theileria equi, cCELISA, Frotis

Sanguineo.
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ABSTRACT

Blood Smears and cELISA test Concordance as diagnostic method

for Equine Babesiosis

| took blood samples of 100 horses of different races and sexes, ranging
from 2 to 12 years old, from four departments of Guatemala (Guatemala City,
Sacatepéquez, Jutiapa and Petén). For each sample | performed a Blood Smears
and a cELISA test to diagnose Babesia caballi or Theileria equi.  According to
Kappa index and the margins of Landis and Koch, concordance between both tests
for diagnosis of B.caballi was low (k = 0.34) and for diagnosis of T. equi was
negligible (k = 0). Based on cELISA results the prevalence was 51% (24% T.
equi; 12% B. caballi and 15% for both parasites). The cELISA test with it high
sensitivity and specificity, diagnosed 36% more positive horses than those

diagnosed by Blood Smear.

Key Words: Equine Babesiosis, Babesia caballi, Theileria equi, cELISA test, Blood

Smears.
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Anexo 1. Hoja de Protocolo
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No.

Nombre
del
Caballo

Sexo

Hembra|Macho

Raza

Color

Edad

Condicién

Fisica

Lugar

Observaciones

Anexo 2. Hoja de resultados

No.

Diagnéstico de Frotis

Sanguineo

Diagnéstico de cELISA

Observaciones

B. Caballi

T. Equi

B. Caballi

T. Equi
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Anexo 3. Frotis Sanguineo con Babesia caballi y Theileria equi

Merozoitos de Babesia equi en frotis Merozoito de Babesia equi en forma
sanguineo de “Cruz de Malta”

Fuente: 8
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Anexo 4. Micrografia electronica de Theileria equi

Fuente: 11

Trofozoito rodeado de una
memebrana simple (M).
N=nucleo, ER=reticulo
endoplasmatico.

Trofozoito dentro de un
eritrocito de caballo. N=nucleo,
Rl=ribosomas distribuidas
dentro del citoplasma del
parasito. Las flechas muestran
dos vacuolas.

Un trofozoito mostrando un
cistosoma.



Anexo 5. Determinacion de concentracion de antigenos en una muestra a
través del método de ELISA competitivo.

ELISA competitivo
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Anexo 6. Instrucciones para la preparacion, procedimiento, validacion e

interpretacion de resultados del KIT cELISA para la determinacion
de anticuerpos de Babesia caballi y Theileria equi

Preparacion

1.

Entibiar los reactivos: Colocar los reactivos, sueros y placas a temperatura ambiente previo a empezar
a trabajar.

Preparacion de controles y muestras: Los controles positivos y negativos y las muestras de suero
deben de ser diluidas 1:2 con la solucion Buffer de dilucion de suero para poder ser usadas en la prueba.
Se recomienda hacer esta dilucion en placas estériles que no estén recubiertas de ningun antigeno ni
anticuerpo. Siempre el control positivo se corre dos veces y el negativo tres veces, sin importar el nimero
de muestras a trabajar, cuando se usan placas completas es mejor colocar los controles en pozos
separados. Los controles y la identificacién de cada muestra deben de anotarse en una ficha.

Preparacion de placas: Sacar las placas y colocar en el marco de la placa solamente las tiras que se
van a utilizar, numerandolas e identificandolas en el extremo superior de cada tira.

Preparaciéon del Anticuerpo Primario: Preparar Anticuerpo Primario 1X, diluyendo 1 parte de
Anticuerpo Primario 100X con 99 partes de solucién Buffer de dilucién de anticuerpo. Se necesitan 50 pl
para cada pozo, sin embargo se debe de hacer un poco mas de la solucién requerida debido al
desperdicio que siempre se da. Para 96 pozos recomiendan preparar 6 ml de Anticuerpo Primario 1X (60
Ml de Anticuerpo Primario 100X + 5,940 ul de Solucién Buffer de dilucion de anticuerpos).

Preparacion del Conjugado Anticuerpo-Peroxidasa: Preparar conjugado Anticuerpo-Peroxidasa 1X,
diluyendo 1 parte de conjugado Anticuerpo-Peroxidasa 100X con 99 partes de solucion Buffer de dilucién
de anticuerpo. Se necesitan 50 pl para cada pozo, sin embargo se debe de hacer un poco mas de la
solucion requerida debido al desperdicio que siempre se da. Para 96 pozos recomiendan preparar 6 ml
de Anticuerpo Primario 1X (60 ul de conjugado Anticuerpo-Peroxidasa 100X + 5,940 pl de Solucion
Buffer de dilucion de anticuerpos).

Preparacion de la solucion de lavado: Preparar una Solucién de Lavado 1X, diluyendo 1 parte de
Solucién de Lavado Concentrada 10X con 9 partes de agua destilada. Se necesita aproximadamente 1.8
ml por pocito, pero preparar solucién extra.

Procedimiento

1.

Colocar controles y muestras de suero: Usando una pipera de 50 pl transferir los sueros y controles
diluidos a la placa recubierta con antigeno, segin el orden anotado. Somatar la placa para que la
muestra llegue al fondo de los pocitos, teniendo cuidado de no mezclar los sueros. Incubar la placa por
30 minutos a temperatura ambiente (21-25°C).

Lavado de Pocitos: Botar el contenido de los pocitos en el lavamanos invirtiendo la placa totalmente y
colocandola en toallas de papel, sacudiendo esta cuatro veces en areas limpias. Llenar los pocitos con la
Solucion de Lavado 1X, ya sea con jeringa, botella de lavado o con una pipeta multicanal. Botar
nuevamente el contenido de los pocitos dos veces mas para completar 3 lavadas en total.
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Agregar Anticuerpo Primario: Agregar 50 pl del Anticuerpo Primario 1X diluido, a cada pocito, somatar
un par de veces la placa para que el anticuerpo llegue al fondo del pocito. Incubar por 30 minutos a
temperatura ambiente.

Lavado de Pocitos: Lavar nuevamente 3 veces todos los pocitos, como en el paso 2.

Agregar el Conjugado Anticuerpo-Peroxidasa: Agregar 50 pl del conjugado Anticuerpo-Peroxidasa 1X
diluido, a cada pocito, somatar un par de veces la placa para que el anticuerpo llegue al fondo del pocito.
Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.

Lavado de Pocitos: Lavar nuevamente 3 veces todos los pocitos, como en el paso 2.

Agregar la solucion de substrato: Agregar 50 ul de Solucién de Sustrato a cada pocito, somatar un par
de veces la placa para que la solucidén de sustrato llegue al fondo del pocito. Incubar por 15 minutos a
temperatura ambiente, evitando dejar con la luz solar directa.

Agregar solucion de parado: Agregar 50 pl de Solucion de Parado a cada pocito, somatar un par de
veces la placa para que la solucion de sustrato llegue al fondo del pocito.

Leer y anotar resultados: Inmediatamente después de agregar la solucién de parado leer la placa en el
lector a una densidad o6ptica de 650 nm, calibrando previamente el lector ya sea con el aire 0 con un
pocito vacio, al que no se le ha agregado ningun reactivo.

10. Todos los reactivos deben de ser tapados adecuadamente y guardados nuevamente a 27 °C.

Prueba de Validacion:

Los controles negativos deben de producir una densidad 6ptica >0.300 y <2.000
Los controles positivos deben de producir una inhibicién de = 40%

Célculo del porcentaje de inhibicion (%l):

%I| =100 — ((DO de muestra x 100) / (DO del principal control negativo))

DO= Densidad dptica

Interpretacion de Resultados:

Las muestras se consideran como:

Positivo: si produce = 40% de inhibicion.
Negativo: si produce < 40% de inhibicion.

Fuente: 24



Anexo 7. Indice de Concordancia Kappa.

40

K= PO — PE
1 - PE
PO=_ a +d PE = ((a+b)(a+c)) + ((c+d)(b+d))
N N 2

PO = Proporcion de concordancia observada
PE = Proporcion de concordancia esperada

Fuente: 9y 23.

Anexo 8. Margenes propuestos por Landis y Koch para valorar el grado de

acuerdo en funcion del indice Kappa.

Kappa Grado de acuerdo
« 0 Sin acuerdo
0-0.2 Insignificante
0.2-04 Bajo
04-0.6 Moderado
0.6-0.8 Bueno
08-1 Muy Bueno

Fuente: 9



