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Aa: Angloarabe

ADN: Acido dexosi-ribonucleico

ALB: Albumina

ALP: Fosfatasa alcalina (“alkaline phosphatase”)

ALT: Alanina aminotransferasa (“Alanine aminotransferase”)
ANCCE: Asociacion Nacional de Criadores de caballos Espafioles
APP: Proteinas de fase aguda (“Acute phase proteins”)

aPPT: Tiempo de protrombina parcial activada (“ Acute partial thromboplastine time”).
APR: Respuesta de fase aguda (‘““Acute phase response”™)

AST: Aspartato aminotransferasa (“Aspartate aminotransferase”)
BAS: Polimorfonucleares basofilos

BIL: Bilirrubina

BUN: Urea (“Blood ureic nitrogen”)

Ca: Calcio

CDE: Caballo de deporte espafiol

CELISA: Analisis inmunoenzimatico de competicion

CHCM: Concentracion de hemoglobina corpuscular media

CID: Coagulacion intravascular diseminada

CFT: Test de fijacion del complemento (“Complement fixation test”)
CK: Creatin Kinasa

CIK: Cloruro sédico

CREAT: Creatinina

CRP: Protein C reactiva (“C reactive protein”)

EOS: Polimorfonucleares eosinofilos

EPA: Departamento de Agricultura, Servicio de Inspeccién de Animales y Plantas,
Estados Unidos (“United States Department of Agriculture, Animal and Plant Inspection
Service”)

ELISA: Analisis inmunoenzimatico
FC: Frecuencia cardiaca

Fe: Hierro

FERR: Ferritina

FIB: Fibrindgeno
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FLP: Proteinas similares al fibrindgeno (“fibrinogen- like proteins”)
FR: Frecuencia respiratoria

GB: Globulos blancos

GGT: Gamma- glutamil transferasa

GLU: Glucosa

GR: Globulos rojos

h: Horas

Ha: Hispanoarabe

HB: Concentracion de hemoglobina

HCM: Hemoglobina corpuscular media

HDL.: Lipoproteinas de alta densidad (“High density lipoproteins’)
HMWK: Quinindgeno de alto peso molecular (“High molecular weight quininogen”)
Hp: Haptoglobina

HTO: Valor hematdcrito

IAD: Enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias (“Inflammatory airway disease”)
IFAT: Ensayo de inmunofluorescencia indirecta

Ig: Inmunoglobulina

IL-1: Interleukina 1

IL-6: Interleukina 6

IM: Intramuscular

IRP: Proteinas reguladoras del hierro (“Iron regulatory proteins”)
IV: Intravenoso

Km: Kilémetros

LDH: Lactato deshidrogenasa

LINF: Linfocitos

Max: Méaximo

Mg: Magnesio

Min: Minimo

MON: Monocitos

Na: Sodio

NEU: Polomorfonucleares neutrofilos

OIE: Organizacion Mundial de Sanidad Animal (“Oficina internacional de epizootias™)
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OR: Coeficiente de probabilidad (‘odds ratio’)

P: Fosforo

PARs: Receptores activados por proteasa (“Protease-activated receptor”)
PARL: Receptores actividos por proteasa 1 (“Protease-activated receptor 1)
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (“Polymerase reaction chain’)
PDFs: Productos derivados del fibrindgeno

PLT: Numero de plaguetas

PR&: Pura Raza &rabe

PRE: Pura Raza Espafiola

PT: Proteinas totales

PPT: Proteinas plasmaticas totales

RAOQO: Obstruccion de las vias respiratorias (“Recurrent airway disease™)
ROS: Especies reactivas de oxigeno (“Reactive oxygen species’)

SAA: Amiloide sérico A (“Serum amyloid A”)

SDH: Sorbitol deshidrogenasa

Se: Selenio

SIRS: Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (“Systemic inflammatory response
syndrome”)

TIBC: Capacidad total del union al hierro (“Total iron binding capacity”)
TNF: Factor de necrosis tumoral (“Tumor necrosis factor”)

TR: Temperatura rectal

TRC: Tiempo de relleno capilar

TPT: Tiempo de protrombina

TT: Tiempo de trombina

UIBC: Capacidad de union al hierro no saturado (“Unsaturated iron binding capacity”)
USDA: Departamento de Agricultura de Estados Unidos

USA: Estados Unidos de América (“United States of America”)

VCM: Volumen corpuscular medio

VWE: Factor de von Willebrand
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La piroplasmosis es una enfermedad parasitaria causada por protozoos
hematotropicos del género Babesia, familia Babesiidae, orden Piroplasmida y Phylum
Apicomplexa, y por los parasitos del genero Theileria, familia Babesiidae, orden
Piroplasmida y Phylum Apicomplexa, transmitidos por garrapatas (Laveran 1901). Ambos
géneros se denominan vulgarmente como piroplasmas, son parasitos hemaéticos de los

animales domeésticos, y en menor grado del hombre (Laveran 1901).

Diversas especies de estos parasitos afectan al ganado, perros, caballos y roedores,
y por tanto, son enfermedades parasitarias de gran importancia econémica. Ademas, esta
enfermedad ha ganado cada vez més atencién como problema zoonético. Las infecciones
pueden aparecer de forma subclinica, pero también pueden ser severas y a veces mortales,

debido al desarrollo intraeritrocitario del parasito (Mehlhorn y Schein, 1998).

La piroplasmosis equina, que afecta a todas las especies de équidos, incluyendo
caballos, burros, mulos y cebras, esta causada por Babesia caballi y/o Theileria equi.
Clinicamente se caracteriza por anemia hemolitica, fiebre, ictericia, hemoglobinuria,
bilirrubinuria y muerte en casos severos (Wise et al., 2013; 2014). Los sintomas clinicos,
sobre todo en zonas endémicas, no son patognomonicos, y a menudo son dificiles de
reconocer, ya que diversos factores, como dosis infectiva, genética de los parasitos y estado
inmune del hospedador, contribuyen al grado de severidad (Moretti et al., 2010; Wise et
al., 2013; Laus et al., 2015).

El agente no sobrevive fuera de sus hospedadores y sélo se puede transmitir
mediante la picadura de una garrapata vector. Una caracteristica de la piroplasmosis es que
puede ser transmitida por la sangre y, por tanto, a través de una inyeccién accidental o
iatrogénica (Gerstenberg et al., 1998), por via transplacentaria (Allsopp et al., 2007) y por
tanto puede aparecer de forma congénita. También se ha descrito infeccion de los potros
en utero, dando como resultado abortos a término o nacimiento de crias vivas, que
desarrollan los signos de la enfermedad poco después del nacimiento (De Waal y Van
Heerden 1994; Allsopp et al., 2007).

37



Rocio Rodriguez Gonzalez-Miranda

La prevalencia de la enfermedad es elevada en nuestro pais y ocasiona problemas
graves. En el afio 2013, se publico un estudio sobre la prevalencia y factores de riesgo en
caballos con infeccion por Theileria equi en Andalucia, encontrdndose con una
seroprevalencia general del 56,1 % (Garcia-Bocanegra et al., 2013). La seroprevalencia de
Theileria equi fue de un 66,1% en mulas, 48,6% en caballos y 47,2% en burros (Garcia-

Bocanegra et al., 2013).

Aunque las pérdidas econdmicas relacionadas con esta enfermedad no estan
disponibles ni son facil de cuantificar, los informes de las enfermedades y muertes en
centros de equitacion o yeguadas no son infrecuentes en areas endémicas (Kuttler, 1998).
La importancia de la piroplasmosis equina radica particularmente, en las restricciones a los
viajes de los caballos positivos. La piroplasmosis equina es una enfermedad de la lista B
de la OIE (Oficina Internacional de Epizootias), de declaracion obligatoria dentro de las
72h del diagnostico. Sélo los caballos seronegativos pueden viajar a Estados Unidos,
Canada, Australia y Japon (Friedhoff et al., 1990).

Esta enfermedad adquiere una gran importancia en caballos Pura Raza Espafiola
(PRE). Esta raza, no solo triunfa en nuestro pais, sino también en el extranjero, en
disciplinas como Doma Cléasica, como hemos podido comprobar con Fuego XI1y con todo
el equipo olimpico espafiol en los Juegos Ecuestres Mundiales de Kentucky (USA). En
estos Juegos Ecuestres, las autoridades estadounidenses hicieron una excepcion vy
permitieron la entrada de caballos serolégicamente positivos a piroplasmosis. Estos
animales, durante el transcurso de los Juegos Ecuestres, se mantuvieron en un recinto
apartado para evitar el contagio con los animales serolégicamente negativos. La
prevalencia y la importancia clinico-econdmica de esta enfermedad en Andalucia, nos ha

Ilevado al disefio y realizacion de la presente investigacion.
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La presente investigacion ha sido realizada para incrementar nuestro conocimiento
sobre las caracteristicas clinicas y laboratoriales de la theileriosis en Andalucia, ya que es
bien conocida la alta prevalencia de esta patologia en los caballos de esta region. Como

objetivos particulares, se plantean los siguientes:

Primer objetivo. Conocer la sintomatologia asociada a la infeccion por Theileria

equi en caballos PRE pertenecientes a zonas endémicas, definiendo las principales
alteraciones hematoldgicas y bioquimicas, analizando si este parasito desencadena una
respuesta de fase aguda en los animales afectados y evaluando si existen diferencias entre
animales estabulados, presuntivamente con menor contacto con el vector y animales en

pastoreo, con una posibilidad superior de contacto con el vector.

Sequndo objetivo. Definir las caracteristicas de los caballos con theileriosis clinica

en Andalucia y las condiciones ambientales bajo las cuales se lleva a cabo el proceso
infeccioso, describiendo cuales son los motivos que llevan a los propietarios a consultar a
sus veterinarios, los sintomas que mas cominmente encuentran estos clinicos, en qué

procedimientos basan su diagndstico y qué tratamiento consideran mas efectivo.

Tercer objetivo. Describir casos clinicos especificos en caballos de deporte, con

pérdida de rendimiento en competicién, asociados a la infeccion por Theileria equi.

Como HIPOTESIS DE PARTIDA, se proponen las siguientes:

Primera hipotesis. Que los caballos positivos a Theileria equi, pertenecientes a

zonas endémicas, presentaran sintomas y caracteristicas laboratoriales de intensidad leve,
debido a contactos continuos con el parasito, por lo que la respuesta inflamatoria a la

presencia del parasito sera, igualmente, de baja intensidad.

Segunda hipdtesis. Que los caballos positivos a Theileria equi y que se mantienen

en pastoreo tendran manifestaciones clinicas y laboratoriales de mayor intensidad en
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comparacion con los caballos en estabulacion e igualmente, la inflamacion desencadenada

por el parasito sera mas intensa en animales en pastoreo.

Tercera hipotesis. Que la encuesta obtenida de los veterinarios clinicos de

Andalucia revelara que los animales que recibieron tratamiento, estaban fundamentalmente
en pastoreo, que el método diagndstico de eleccidn sera la serologia, a pesar de tratarse de
una zona endémicay que los tratamientos de predileccién serian dipropionato de imidocarb

y/o buvarpacuona.

Cuarta hipotesis. Que los caballos de deporte, ausentes de sintomatologia de

theileriosis, pueden desarrollar sintomas compatibles con esta infeccion cuando estan en

competicion o tras la misma, dando lugar a pérdida de rendimiento deportivo.

42



Caracterizacion clinico-laboratorial de la infeccion por Theileria equi en el caballo

6. REVISION BIBLIOGRAFICA

43



Rocio Rodriguez Gonzalez-Miranda

44



Caracterizacion clinico-laboratorial de la infeccion por Theileria equi en el caballo

6.1. DESCRIPCION DEL PARASITO: Babesia equi o Theileria equi

La piroplasmosis equina o babesiosis es una enfermedad infecciosa transmitida por
garrapatas, producida por parasitos hematoprotozoarios, y que afecta a todas las especies
equinas incluyendo caballos, mulas, asnos y cebras (Schein, 1988; Friedhoff et al., 1990;
De Waal, 1992; Wise et al., 2013; Abedi et al., 2015; Bartolomé del Pino et al., 2016). La
piroplasmosis también se conoce en la literatura como babesiosis, theileriosis o fiebre
biliar. Los agentes etiologicos de la piroplasmosis equina son Babesia caballi y Theileria
equi. Los géneros Babesia y Theileria pertenecen a las familias Babesiidae y Theileriidae.
El término de piroplasma deriva de la apariencia en forma de pera intraeritrocitaria de las
formas replicativas (Schein, 1998; Wise et al., 2013).

Los piroplasmas son miembros del Phylum Apicomplexa, que también incluye los
géneros Plasmodium, Cryptosporidium y Toxoplasma. Babesia caballi es considerado
como un verdadero organismo Babesia porque se replica exclusivamente dentro de los
eritrocitos en el huésped vertebrado. La taxonomia de los agentes causales de la
piroplasmosis ha sido cuestionada desde su descubrimiento y en la actualidad, existe
incertidumbre en cuanto a la taxonomia apropiada para Theileria equi (Mehlhorn y Schein,
1998; Hikosaka et al., 2010; Kappmeyer et al., 2012; Wise et al., 2013). Aunque se
considera una "pequefia Babesia," Theileria equi tiene varias caracteristicas que la
diferencian de otras especies dentro del género. El paréasito, denominado Piroplasma equi
(reclasificado mas tarde como Babesia equi), fue reconocido como agente causal de
enfermedad por primera vez en Sudafrica en el afio 1901. Unos afios mas tarde, se descubrid
que eran dos parasitos distintos los que podian infectar a los eritrocitos de los équidos,
aungue uno era significativamente mayor que el otro. Al mayor de los paréasitos se le
denominé Piroplasma caballi, para ser posteriormente reclasificado como Babesia caballi.
Mientras que Babesia caballi es considerado un clasico"Babesia"”, la taxonomia de Babesia
equi sigue siendo polémica, debido en parte a encontrar una etapa extra-eritrocitaria en las
especies equinas. Por este motivo, Babesia equi fue reclasificada como Theileria equi en
1998 (Mehlhorn y Schein, 1998; Wise et al., 2013; 2014). Las investigaciones filogénicas

mas recientes indican que el organismo posee caracteristicas de ambas lineas, Babesia y
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Theileria, colocdndose posiblemente entre las dos (Allsopp et al., 2006; 2007; Wise et al.,
2013; 2014). Los analisis gendmicos actuales revelan un género nuevo para Theileria equi

(Kappmeyer et al., 2012).

En la mayoria de los paises tropicales y subtropicales la enfermedad es endémica,
debido a que las condiciones ambientales facilitan la presencia, tanto de los vectores
naturales (garrapatas) como del paréasito (Heim et al., 2007; Salim et al., 2008; Dos Santos
et al., 2011; Ribeiro et al., 2013; Bhagwan et al., 2015; Laus et al., 2015; Oduori et al.,
2015; Liu et al., 2016; Ferreira et al., 2016). Se han identificado 15 especies de garrapatas
de tipo ixddido pertenecientes a los géneros Dermacentor, Rhipicephalus y Hyalomma
como vectores horizontales de Babesia caballi y Theileria equi (Bhagwan et al., 2015;
Hawkins et al., 2015; Jongejan et al., 2015), aunque ocho de estas especies fueron también
capaces de transmitir las infecciones por Babesia caballi transovaricamente (Moltmann et
al., 1983; lkadai et al., 2007; Ueti et al., 2007). Mas recientemente, se ha confirmado que
Haemaphysalis longicornis puede intervenir en la transmision de Theileria equi (Ikadai et
al, 2007) asi como las garrapatas de los géneros Boophilus microplus (Battsetseg, 2002) y
Amblyomma cajennense (Scoles y Ueti, 2013). Los animales infectados pueden
permanecer como transportadores de estos parasitos sanguineos por largos periodos de
tiempo, actuando como fuentes de infeccidn para las garrapatas vector (lori et al., 2010;
Wise et al., 2013).

Debido a su longevidad y movilidad, las garrapatas machos pueden transmitir
Theileria equi a varios caballos (Friedhoff y Soule, 1996). Es importante destacar que,
Boophilus microplus puede adquirir y transmitir Theileria equi incluso cuando se alimenta
de caballos portadores inaparentes con un bajo nivel de parasitemia (porcentaje de
eritrocitos infectados) (Ueti et al., 2005).

El descubrimiento del vector Dermacentor reticulatus en los Paises Bajos en 2010
combinado con el reconocimiento de un caballo subclinico infectado por Babesia caballi
condujo a una vigilancia del area que resultd en la identificacion de varios caballos con
Theileria equi y Babesia caballi (Scoles et al., 2011). Antes de 2009, sélo se habian
identificado 2 especies de garrapatas que transmitieran Theileria equi de forma natural en

46



Caracterizacion clinico-laboratorial de la infeccion por Theileria equi en el caballo

las partes mas meridionales de Estados Unidos: Dermacentor nitens y Riphicephalus
microplus. A consecuencia de un brote en Texas, se descubrid que la transmision se podia
producir por 4 especies diferentes de garrapatas: Anocenter cajennense, Anocenter
maculatum, Dermacentor (Anocenter) nitens y Dermacentor variabilis. Anocenter
cajennense fue el més abundante, encontrandose aproximadamente en un 79% de los
infectados, seguido de Anocenter maculatum (19%), Dermacentor variabilis (16%) y
Dermacentor nitens (3%). Antes de este brote, Anocenter cajennense no habia sido

identificado como un vector para Theileria equi (Estrada-Pena, 2004; Wise et al., 2013).

El papel de Anocenter maculatum sigue siendo poco claro y, aunque Dermacentor
nitens es un vector conocido de Babesia caballi, no esta claro si es vector de Theileria equi.
Las garrapatas adultas de Dermacentor variabilis recogidas de los caballos infectados en
el rancho de Texas fueron capaces de transmitir experimentalmente enfermedad a otros
caballos, pero su papel como vector natural en este brote sigue siendo cuestionable (Scoles
etal., 2011; Wise et al., 2013).

Inicialmente, el pequefio piroplasma de los equinos se denomind Piroplasma equi
(Laveran, 1901). ElI nombre del género fue cambiado posteriormente (Nutall y Strickland,
1910). Desde el principio, Babesia caballi y Theileria equi fueron consideradas especies
diferentes por algunos autores. La razon principal era la diferencia en la division en dos o
en cuatro células hijas. También se conocia que existian diferencias en el tipo de
transmision en las garrapatas (Sigrist, 1983). Esta circunstancia, junto con el
descubrimiento de los esporozoitos en los linfocitos de los caballos (Schein et al., 1981),
hizo que Theileria no se pudiera mantener dentro del género Babesia. Inicialmente Babesia
equi fue clasificada como una especie de babesia intralinfocitaria (Melhorn y Schein,
1998), si bien otros autores mas arriesgados la Ilamaron Theileria equi (Uilenberg, 1986;

Euze by et al., 1988), denominacion que se acepta en la actualidad.
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6.2. PREVALENCIA DE THEILERIA EQUI

Muy pocos paises se consideran libre de infecciones autoctonas por theileriosis en la
actualidad y se estima que tan s6lo un 10% de los caballos habitan en zonas libres de esta
enfermedad (Rothschild, 2013). Los paises considerados no endémicos para piroplasmosis
equina segun la OIE son Estados Unidos, Canadd, Islandia, Reino Unido, paises del norte
de Europa, Irlanda, Singapur, Japon, Nueva Zelanda y Australia. No obstante, muchas de
las zonas libres de piroplasmosis en équidos son climaticamente adecuadas para los
vectores (De Waal, 1992), por lo que existe un riesgo continuo de introduccion en estas

areas, bien a partir de caballos, bien a partir de garrapatas infectadas (Rothschild, 2013).

La OIE considera zonas endémicas a América Central y del Sur, Cuba, Africa, Asia,
Oriente Medio y Sur de Europa. En América del Sur, la enfermedad es facilmente
identificable en todas las regiones, asi como en las zonas mas meridionales de Chile y
Argentina. La prevalencia y distribucion de la infeccion dentro de las naciones caribefias
es cuestionable, pero la enfermedad se ha descrito en la mayoria de las islas, incluyendo
Trinidad y Cuba (Asgarali et al., 2007). No todos los paises informan de los casos
identificados a la OIE, por lo que un conocimiento preciso de la situacion y distribucion
del paréasito es dificil. No obstante, en los ultimos afios, se han llevado a cabo numerosas
investigaciones de prevalencia seroldgica que han puesto de manifiesto la gran extension
de esta infeccién. De este modo, se han publicado datos de prevalencia en paises de Centro
y Sudamérica como México (Ayala-Valdovinos et al., 2017), Brasil (Cantd-Machado et al.,
2012; Martinez et al., 2012; Ferreira et al., 2016), Costa Rica (Posada-Guzman et al., 2015)
0 Venezuela (Mujica et al., 2011; Rosales et al., 2013). De igual modo, Theileria equi es
comun en Europa, fundamentalmente en Italia (Grandi et al., 2011; Piantedosi et al., 2014;
Bartolomé del Pino et al., 2016), Portugal (Ribeiro et al., 2013; Ferrolho et al., 2016),
Polonia, Ucrania y Eslovaquia (Slivinska et al., 2016), Bélgica y Holanda (Butler et al.,
2012; Jongejan et al., 2015), Suiza (Sigg et al., 2010), Grecia (Kouam et al., 2010), Turquia
(Guven et al., 2017) y Espafia (Adaszek et al., 2012; Garcia-Bocanegra et al., 2013). Otros
paises a destacar, con una importante seroprevalencia son la India (Sumbria et al., 2016),
Egipto (Mahmoud et al., 2016), Kenia (Oduori et al., 2015), Jordania (Qablan et al., 2013),
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Tunez (Ros-Garcia et al., 2013), Sudéafrica (Bhoora et al., 2010) y Sudan (Salim et al.,
2010). No obstante, algunos de estos paises no se consideran endémicos, ya que la OIE no

recibe informacion de forma rutinaria.

En cuanto a Espafia, el primer estudio de seroprevalencia se llevo a cabo en el suroeste,
en Extremadura (Coleto, 1999; Habela et al., 1999). Habela et al. (1999), encontraron un
77,1% y un 64,2% de caballos seropositivos a Theileria equi y a Babesia caballi
respectivamente en la citada region. Posteriormente, Camacho et al. (2005) compararon los
hallazgos laboratoriales de caballos positivos a Theileria equi y Babesia caballi, con un
grupo control. Esta investigacion se realizd en el noroeste de Espafia, en Galicia, si bien no
se aportaron datos relativos a epidemiologia. Mas recientemente, Garcia-Bocanegra et al.
(2013), han presentado resultados relativos al sur de Espafia, a Andalucia. Sobre un nimero
elevado de équidos (n= 537), incluyendo burros, mulos y caballos, estos autores
encontraron que 64 animales fueron seropositivos (utilizando la técnica de analisis

inmunoenzimatico ELISA) a Babesia caballi, 270 a Theileria equi y 45 a ambos parasitos.

Debido a que Theileria equi y Babesia caballi comparten los mismos vectores en una
zona concreta, su infeccion suele estar intimamente asociada en climas tropicales y
subtropicales. En la mayor parte de las regiones, no obstante, las infecciones por Theileria
equi son mas comunes que las de Babesia caballi (Wise et al., 2013; 2014; Rothschild,
2013).

6.3. CICLO DE VIDA Y TRANSMISION DEL GENERO THEILERIA

Como se ha comentado anteriormente, la piroplasmosis se diagnostica en la
mayoria de los paises del mundo y la infeccion se mantiene dentro de las poblaciones
equinas mientras existan vectores competentes. Para Theileria equi, el reservorio es el
équido persistentemente infectado. Sin embargo, para Babesia caballi, tanto caballos
infectados como el vector primario (garrapatas) son reservorios (Piantedosi et al., 2014;
Van Vuuren y Penzhorn, 2015). El incremento en la densidad de caballos y de garrapatas
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infectadas provocara un aumento de la infeccion y potencialmente de la enfermedad. Las
formas mas frecuentes de transmision de la enfermedad son a través de garrapatas
infectadas y por transmision iatrogénica (Torina et al., 2007; Wise et al., 2013). Sin
embargo, la presencia de un vector garrapata competente y de caballos infectados dentro
de la misma area no siempre conduce a nuevas infecciones o enfermedades. Se deben
considerar muchos factores, incluyendo estacion, clima, especificidad del huésped (edad,
estado inmune) y las peculiaridades del ciclo de vida de la garrapata (Abutarbush et al.,
2012; Steinman et al., 2012; Garcia-Bocanegra et al., 2013; Piantedosi et al., 2014; Guidi
et al., 2015; Sumbria et al., 2016).

El ciclo de vida de una garrapata consta de 4 etapas de vida: huevo, larva, ninfa 'y
adulto. Después de la eclosion del huevo, la larva se alimenta de su huésped y muda a ninfa.
La ninfa entonces se alimenta y muda a adulto. Las hembras y los machos pasan por estas
etapas de la vida, si bien la hembra muere después de poner sus huevos. Las garrapatas se
clasifican como garrapatas duras (Ixodidae) o garrapatas blandas (Argasidae) (Wise et al.,
2013). Ambos son vectores para transmision de patdgenos, pero sélo las garrapatas duras
son naturales vectores para Babesia caballi y Theileria equi (Sonenshine, 1991; Scoles y
Ueti, 2015).

La transmision del parasito dentro de las garrapatas puede ocurrir de 3 formas:
intraestadial, transestadial o transovarica. La transmision intraestadial ocurre cuando la
adquisicion y transmision del parasito se lleva a cabo dentro de una etapa de la vida de la
garrapata (ninguna transicion de la etapa antes de la transmisidn). La transmision
transestadial describe la adquisicion de la infeccion en una etapa del ciclo vital de la
garrapata y la capacidad de transmitir la infeccion durante etapas subsiguientes del
desarrollo. Por tanto, el parasito se mantiene dentro de la garrapata a medida que ésta se
desarrolla a través de sus diferentes fases del ciclo bioldgico. La transmisién transovarica
se produce cuando la garrapata hembra adquiere parasitos, que entran en los ovarios y se
transmiten a su descendencia, permitiendo el mantenimiento de los paréasitos a través de
varias generaciones de garrapatas (Ueti et al., 2008; Wise et al., 2013). Se han identificado

varias especies de garrapatas ixddidas como vectores naturales o experimentales de
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piroplasmosis. Como la presente investigacion se centra en Theileria equi, a continuacion,

se describe mas en detalle el ciclo bioldgico de este parésito.

Theileria equi es un parasito hematico, que se localiza en eritrocitos, linfocitos,
macrofagos, histiocitos..., siempre como pardsito intracelular (Ramsay et al., 2013;
Rothschild, 2013; Wise et al., 2013; 2014). Su morfologia intraeritrocitaria es similar a la
del género Babesia, si bien son més frecuentes las formas ovaladas y su tamafio es inferior
(2 mm). Los vectores de Theileria son las garrapatas de los géneros Ixodes, Dermacentor,
Rhipicephalus, Hyaloma, Boophilus y Haemaphysalis. El ciclo de vida de Theileria equi
implica distintas etapas en el huésped. El parasito progresa a través de tres estadios de vida,
el esporozoito (fase de transmision asexual), el merozoito (estadio de sangre; asexual) y el
gametocito (estadio de sangre sexual) (Schein et al., 1981; Moltmann et al., 1983;
Mehlhorn y Schein, 1998; Wise et al., 2013; 2014). La duracion del periodo de incubacién
extrinseca, es decir, del tiempo de replicacion del parasito en el vector de transmision, no

esta definido para Theileria equi.

Su ciclo bioldgico se inicia cuando una garrapata parasitada se alimenta sobre un
caballo sano, inoculando los elementos infectivos o esporozoitos, los cuales se introducen
en los linfocitos, macrofagos.... En ellos, constituyen una vacuola parasitofora, donde se
multiplican asexualmente por merogonia. El parasito induce asi, la division de los
linfocitos, y tras nueve dias de maduracién, se produce la rotura posterior celular y
liberacion de merozoitos, los cuales apareceran en numeros elevados en ganglios linfaticos
y bazo (Wenyon, 1926; Mehlhorn y Schein, 1984; De Waal, 1992). Algunos merozoitos
pueden desarrollar formas de gametocitos y encontrarse en sangre periférica de los équidos.
El tamafio de estos merozoitos queda comprendido entre 1,5 y 2 mm de longitud.

Seguidamente, los merozoitos se introducen en los eritrocitos, donde experimentan
una fase de multiplicacion, que también es merogonia, pero con la aparicion de 2 células
hijas, piriformes y con un tamafo de 2-3 mm (Rothschild, 2013). Las células formadas
mediante esta division se introducen de nuevo en los hematies, transformandose en
gametocitos, que no se dividen, pero que continuaran el ciclo en la garrapata (Mehlhorn y
Schein, 1984; Wise et al., 2013; 2014).
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Cuando una garrapata se alimenta de caballos con eritrocitos con gametocitos, éstos
forman gametos en la luz intestinal en forma anisogamica. Ahora los parasitos se
reproducen sexualmente formando los gametocitos, la unién de los gametos conforma el
cigoto, que entra en las células intestinales de la garrapata, transformandose en un quineto
(Wise et al., 2013). Los cigotos se desarrollan de manera diferente, dependiendo de la
especie de garrapata, donde perduran un periodo de 6 a 24 dias, hasta la muda de la
garrapata. Al producirse ésta, el quineto del intestino se desplaza, cae a la cavidad de la
garrapata y por la hemolinfa, llega a las glandulas salivales, entrando en las células y
realizando en su interior la esporogonia (Moltmann et al., 1983; Guimaraes et al., 1998).
Esta ultima fase se encuentra condicionada a que exista una fase de muda. Tras la muda, la
garrapata empieza a alimentarse, para que se desarrollen las glandulas salivales (Rudzinska
etal., 1984).

La transmision de este género se denomina “transmision fase a fase”, ya que implica
una muda y el paréasito se transmite en la siguiente fase a la fase en la que se ha infectado.
Es decir, si una larva se infecta, la posibilidad de que transmita en estado adulto es nula,
solo serd infectiva en la fase de ninfa. Otra cuestion es que siendo ninfa e infectando como

tal, adquiera de nuevo gametocitos (Oliveira y Kreier, 1979).

La transmision placentaria de yeguas portadoras infectadas a sus fetos se ha
documentado en varios estudios (Phipps y Otter 2004; Robert et al., 2005; Allsop et al.,
2007; Georges et al., 2011; Chhabra et al., 2012; Sudan et al., 2015). Esta transmision
puede resultar en aborto, muerte fetal o infeccion neonatal y puede ocurrir a través de
placentas histologicamente normales. La prevalencia de este tipo de transmision no se
conoce en la actualidad. Se ha publicado que Theileria equi es responsable del 11% de
todos los abortos en équidos en Sudéafrica (Lewis et al., 1999). Es probable que la genética
individual de cada caballo o el aislamiento geografico provoquen diferencias en las cepas,
que podrian influir en la transmision placentaria. La exposicion al semen de un semental
infectado no se considera un medio de transmision, pero la contaminacion sanguinea

durante la cria podria conllevar un riesgo de transmision (Metcalf, 2001).
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En la mayoria de los casos, la infeccion se convierte en persistente y los caballos
persisten como portadores inaparentes, papel vitalicio en el caso de Theileria equi. Se
supone que la infeccidn subclinica persistente se debe en parte al secuestro del organismo
y a las estrategias de evasion por parte del parasito mediante la inmunidad. Existen varias
teorias sobre la localizacion del parasito en caballos asintomaticos: los capilares del sistema
nervioso central, el sistema vascular y la médula dsea (Holbrook y Frerich, 1968; Pitel et
al., 2010; Butler, 2013; Rothschild, 2013; Wise et al., 2013; 2014).

La transmision puede ocurrir también de forma iatrogénica, mezclando sangre de
animales infectados y no infectados (Gerstenberg et al., 1999 Scoles et al., 2011; Short et
al., 2012; Ueti et al., 2012). Esto ocurre mas cominmente por la mala practica de compartir
agujas entre caballos positivos y negativos, asi como por el uso de cualquier equipo
contaminado con sangre. La infeccion también puede estar causada cuando caballos
infectados crénicamente se utilizan como donantes de sangre para otros caballos. De hecho,
la practica ilegal de transfusiones sanguineas previas a la competicidn parece que estuvo
implicada en el brote de la Florida de 2008 (Short et al., 2012). De forma experimental, se
ha confirmado la infeccidn por vias intravenosa y subcutanea, asi como por la transmisién
de garrapatas (Tenter y Frieddhoff, 1986; De Waal et al., 1988; Ueti et al., 2008; Grause et
al., 2013).

6.4. DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR THEILERIA EQUI

El diagnostico clinico de la piroplasmosis equina se realiza en base a los signos
clinicos, apoyados por los resultados de los analisis laboratoriales, incluyendo el examen
de frotis de sangre, la titulacion antigénica y la evidencia de la presencia del protozoo a
partir de la valoracién de su ADN (Baldani et al., 2011; Abutarbush et al., 2012; Baptista
et al., 2013; Rosales et al., 2013; Wise et al., 2013; 2014; Alanazi et al., 2014; Sumbria et
al., 2015; Ayala-Valdovinos et al., 2017), siendo comdn el uso conjunto de diversas
modalidades de diagnostico. Durante la gestion de un brote dentro de una zona no

endémica, es necesaria la participacion del estado y de las agencias reguladoras nacionales,
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asi como la utilizacion de multiples métodos de diagnostico, para obtener la informacion
mas exacta. Sélo unos pocos laboratorios en el mundo estan autorizados para realizar

determinadas pruebas, por lo que las muestras y su tratamiento son cruciales.

Los signos clinicos son, a menudo, inespecificos y la enfermedad puede ser
confundida con una variedad de enfermedades, tales como la gripe equina, infecciones por
el virus de la encefalitis, anemia infecciosa equina y tripanosomiasis. No es posible
diferenciar entre infecciones por Theileria equi y Babesia caballi en base sélo en la
sintomatologia clinica (Wise et al., 2013). Por tanto, en cuanto al diagnostico, se requieren
dos alternativas fiables que son la titulacion antigénica y la evidencia de la presencia del

protozoo.

Los hallazgos macroscépicos y histopatolégicos en la necropsia varian dependiendo
de la gravedad de la enfermedad y las complicaciones asociadas. EI examen general puede
mostrar evidencias de anemia, asi como diversos grados de ictericia, edema y
esplenomegalia. Otros hallazgos de necropsia son, edema y congestion pulmonar,
hemorragias cardiacas, hidropericardio, hidrotérax, hepatomegalia, ascitis, rifiones
descoloridos, agrandados y linfadenopatia (De Waal, 1992). Los hallazgos
histopatoldgicos revelan necrosis hepato-centrolobulillar, necrosis tubular renal, con
moldes de hemoglobina y microtrombos dentro de higado y pulmones (De Waal y Van
Heerden, 2004). El examen del tejido pulmonar puede demostrar congestion, edema y
macrofagos cargados de hemosiderina dentro de las paredes alveolares pulmonares. Los
parasitos pueden observarse dentro de los gldbulos rojos de los vasos sanguineos y en el

interior de los macréfagos (Taylor et al., 1969; Mahoney et al., 1977).

Tradicionalmente, los piroplasmas se han detectado e identificado mediante examen
microscopico de extensiones de sangre de animales con infeccidn aguda. En ocasiones, el
periodo de incubacion es menor que el de prepatencia. Es posible que transcurra uno o
varios dias desde que el animal comience con un cuadro febril, hasta que se evidencie la
presencia de Theileria equi en los hematies. Una condicion indispensable para que el
diagnostico de theileriosis mediante extension de sangre sea eficaz es tener en cuenta que

solo se detecta la fase intraeritrocitica del parasito y que la parasitemia suele ir unida a
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fiebre. Por ello, la extension sanguinea como método diagndstico solo tiene utilidad en

animales febriles (Olmeda et al., 2005), si bien no se trata de un sistema practico a gran

escala.

FOTO 1. Muestra de sangre
de un caballo con Theileria

equi

(Imagen cedida por el Dr.
Santiago Hernandez, Jefe del
Departamento de Parasitologia
Veterinaria, Facultad de
Veterinaria, Universidad de
Cordoba, Espafia)

Un frotis de sangre, tefiido con Giemsa, Wright's o Diff-Quik®, puede revelar

organismos durante la fase aguda de la infeccion. Los frotis deben ser examinados

minuciosamente durante la infeccion grave, ya que el porcentaje de parasitemia permanece

tan bajo que los resultados falsos negativos son comunes (Friedholl y Soule, 1996). Las

piroplasmas de Theileria equi y Babesia caballi pueden diferenciarse facilmente entre si.

Dentro de los eritrocitos, Babesia caballi suele aparecer en formas piriformes, merozoitos

gue miden aproximadamente 2-5 nm de longitud. Durante la infeccidn clinica con Babesia

caballi, el porcentaje de eritrocitos parasitados es tipicamente inferior al 1%, pudiendo

incluso ser menor del 0,1%. Los merozoitos de Theileria equi se observan dentro de los
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eritrocitos como polimérficos, pequefios piroplasmas, ocasionalmente en una formacion

cruzada maltesa, denominada tipicamente como cruz de malta (Rothschild, 2013).

Los merozoitos de Theileria equi son mas pequefios y suelen medir 2-3 nm, el
porcentaje de eritrocitos infectados durante la enfermedad clinica causada por Theileria
equi esta usualmente entre el 1 y 5%, pero en casos severos puede superar el 20%. En los
casos de infeccion cronica o inaparente, el numero de parasitos sigue siendo demasiado
bajo para una deteccion fiable mediante un frotis (Briining, 1996). Por ello, se han
desarrollado varias pruebas seroldgicas para aumentar la sensibilidad diagnostica,
especialmente en los caballos portadores sin signos clinicos. Estas pruebas incluyen el test
de fijacion de complemento, CFT (Ogunremi et al., 2007; Kerber et al., 2009; Guidi et al.,
2015), ensayo de inmunofluorescencia indirecta, IFAT (Farkas et al., 2013; Piantedosi et
al., 2014; Laus et al., 2015; Ferreira et al., 2016), Western blot, y un ELISA de competicion,
CELISA (Kumar et al., 2013; Hussain et al., 2014; Mahmoud et al., 2016; Sumbria et al.,
2016).

Los caballos infectados seran positivos segun la técnica CFT aproximadamente en 8-
11 dias después de la infeccidon, empezando a decrecer la titulacion a los 2-3 meses. La
prueba CFT es una prueba muy especifica, pero carece de sensibilidad, especialmente en
infecciones crénicas o tras el tratamiento (Knowles et al., 1992). Los caballos pueden
volverse transitoriamente negativos en 3-15 meses después del tratamiento para Babesia

caballi y en 24 meses para Theileria equi (Weiland, 1986).

La inmunoglobulina 19gG (T), ahora clasificada como IgG5 y, en menor grado,
IgG3, permanece elevada en infecciones crénicas. La 1gG (T) no se fija al complemento y
se ha demostrado que la IgG3 se fija al complemento, mientras que la IgG5 no (McGuire
etal., 1971). Por ello, no es de extrafiar que la técnica CFT carezca de sensibilidad para el
diagnostico de infeccidén cronica o no aparente por Theileria equi. Se ha descrito
reactividad cruzada entre anticuerpos contra Theileria equi y Babesia caballi cuando se
utiliza el CFT (Donnelly et al., 1982). Independientemente del hecho de que el CFT sea

una prueba reglamentaria oficial para evaluar en un caballo antes de viajar a un pais no
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endémico, no se considera la prueba diagndstica de eleccién para la infeccion crénica (OIE,

Equine piroplasmosis terrestrial manual, 2008).

La técnica IFAT demuestra una alta especificidad, pero carece de sensibilidad, si
bien se considera mas sensible que el CFT (Bruning, 1996). La infeccion intravenosa
experimental con Theileria equi o con Babesia caballi dio como resultado IFAT positivo,
resultados obtenidos a los dias 3-20 después de la infeccion. Los titulos fueron detectados
y se mantuvieron elevados durante méas tiempo con el IFAT que con el CFT (Tenter y
Friedhoff, 1986). Por lo general, el IFAT se utiliza como un andlisis adjunto, para ayudar
en la interpretacion de los resultados del CFT, pero sigue siendo una de las pruebas de
deteccidn de piroplasmosis equina recomendada por la OIE (OIE, Equine piroplasmosis

terrestrial manual 2008).

El Western blot (o inmunoblot) se ha utilizado principalmente en un entorno de
investigacion. Desde 2004, la técnica cELISA ha sido una de las pruebas reglamentarias
prescritas por la OIE para el transporte de caballos. Se considera la técnica mas sensible
para la deteccién de la infeccidn cronica por Theileria equi. Los caballos infectados con
Theileria equi son detectables con cELISA a los 21 dias después de la infeccion
experimental y aproximadamente a las 5 semanas después de la transmisidn por garrapatas
(Knowles et al., 1991). EIl cELISA est4 validado para su uso contra multiples cepas de
Theileria equi en todo el mundo (Knowles et al., 1992; Jaffer et al., 2010; Kouam et al.,
2010; Baptista et al., 2013; Kumar et al., 2013; Rosales et al., 2013; Hussain et al., 2014;
Mahmoud et al., 2016; Sumbria et al., 2016).

Se han analizado estadisticamente los diversos datos obtenidos sobre la especificidad
y sensibilidad de las técnicas seroldgicas (Knowles et al., 1991; Katz et al, 2000;
Kappmeyer et al., 2009.). En general, la sensibilidad de CFT para detectar Theileria equi
es del 47% y del cELISA es del 96%. Las especificidades de las 2 pruebas son 94% y 95%,
respectivamente (Knowles et al., 1991; Kappmeyer et al., 1999).

En la actualidad, la prueba CFT esta desechada del uso diagnéstico individual por su

baja sensibilidad y especificidad. La prueba IFAT tiene el inconveniente de la subjetividad
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y repetitividad de los resultados (Bruning, 1996). Las pruebas enzimoinmunoldgicas
(ELISA) han sido mejoradas en los Gltimos afios por anticuerpos recombinantes, siendo las

mas utilizadas.

La prueba de eleccion recomendada por la OIE (OIE, 2008) es el cELISA. Si bien las
pruebas seroldgicas son técnicas de eleccion para la deteccion de portadores, no tienen
eficacia suficiente en el diagnostico de un cuadro clinico. Este hecho es 1dgico, si se tiene
en cuenta que el periodo de incubacién del proceso es de unos 14 dias y el organismo
necesita un minimo de 18 dias para desarrollar una respuesta inmune detectable. Por tanto,
es muy posible que cuando aparezca la sintomatologia, la concentracion de anticuerpos
esté iniciando su elevacion (Olmeda et al., 2005). Por otro lado, se ha visto que méas de un
40% de la poblacion equina espafiola posee anticuerpos especificos frente a Theileria equi.
Un incremento en el titulo de anticuerpos en un infectado crénico puede deberse a
reinfecciones, pero también a infecciones concomitantes o a otros procesos debilitantes
(Olmeda et al., 2005). En definitiva, la principal aplicacion de estas técnicas seroldgicas es
la deteccidn de portadores y de reservorios con aplicacion en epidemiologia y en el caso
de caballos destinados a exportacién o donantes de sangre (Olmeda et al., 2005).

Las pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion del
organismo de interés se basan en la amplificacion y deteccion de fracciones especificas del
ADN. Esta prueba es muy sensible y hasta ahora se han utilizado tres variantes de PCR
para la deteccién de Theileria equi: PCR en tiempo real (Kim et al., 2008; Bhoora et al.,
2010; Alanazi et al., 2014; Laus et al., 2015; Bartolomé del Pino et al., 2016), PCR anidada
y PCR anidada con hibridacion (Butler et al., 2008; Ferreira et al., 2016; Sumbria et al.,
2016; Ayala-Valdovinos et al., 2017). La comparacion entre estas pruebas y sus resultados
son dificiles de estandarizar, dado que no existe ninguna normalizacion entre laboratorios.
La PCR anidada para Theileria equi, utilizando la secuencia del gen EMA-1 ha demostrado
detectar un resultado positivo equivalente a un porcentaje de parasitemia del 0,000006%
(Nicolaiewsky, 2001). También se ha descrito que la PCR anidada detecta 3,69 veces mas
infecciones que la microscopia y 2,29 veces mas que la PCR tradicional (Nicolaiewsky et

al., 2001). La validez de la PCR anidada en los Estados Unidos ha sido cuestionada como
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herramienta de diagnostico para caballos provenientes de Sudéafrica (Ueti et al., 2003). Al
realizar del examen de la composicidn genética de la EMA-1 se reconocio que las cepas de
todo el mundo no eran homdlogas al 100%. Estos descubrimientos cuestionaron la
normalizacion de la técnica PCR como prueba diagnostica. Es improbable que la PCR
anidada llegue a ser estandarizada y comercializada para la deteccion de infeccion por

Theileria equi o Babesia caballi (Yang y Rothman, 2004).

Con el uso més extendido de la PCR en entornos de laboratorio, se ha cuestionado la
validez de un resultado positivo de cELISA. Tras el tratamiento en infecciones por
Theileria equi que previamente habian sido diagnosticados con cELISA, el animal se
encuentra libre del parasito como demuestra un resultado negativo de PCR. Sin embargo
los resultados de cELISA siguen siendo positivos hasta 24 meses después. El riesgo de
transmision que representarian estos animales PCR negativo, seropositivos a CELISA no

se ha definido adn.

En cuanto a la aplicacion de estos métodos moleculares para la deteccion de casos
cronicos y portadores, la PCR no es demasiado eficaz, ni tampoco fiable, ya que se basan

en la deteccion del parésito en sangre (Jaffer et al., 2010).

Datos recientes indican también que cELISA, en combinacion con la PCR, es un
excelente indicador de la eliminacion de la infeccion después del tratamiento con

dipropionato de imidocarb en caballos infectados de forma natural (Ueti et al., 2012).

6.5. TRATAMIENTO Y CONTROL DE LA THEILERIOSIS EQUINA

En regiones endémicas, el tratamiento de la piroplasmosis es sélo un procedimiento
para disminuir la severidad de los signos clinicos y reducir el nimero de muertes. La
eliminacién completa del organismo no tiene ningun propdsito en estos casos, ya que
confiere inmunidad a lo largo de toda la vida (premunidad). Por el contrario, en regiones
no endémicas, es decir que permanecen libres de piroplasmosis, el tratamiento de los

caballos infectados, ademas de disminuir la sintomatologia clinica, tiene la intencion de
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liquidacion del parésito (quimioesterilizacion), siendo éste ultimo efecto el méas deseado.
Las infecciones por Theileria equi son mas dificiles de tratar que las infecciones por
Babesia caballi (Frerichs y Holbrook, 1973). Se han estudiado numerosos farmacos, que
han demostrado tener una eficacia variable en la inhibicion de Theileria equi y Babesia

caballi, tanto en células de cultivo, como in vivo.

Si bien se ha descrito un aclaramiento quimioterapéutico completo de Theileria
equi en caballos, estas investigaciones se han llevado a cabo antes del desarrollo de pruebas
diagndsticas suficientemente sensibles como para detectar la persistencia del parasito
(Frerichs et al., 1974). Hasta hace poco tiempo, se aceptaba que la quimioesterilizacién de

un caballo positivo a Theileria equi era un logro inalcanzable.

Actualmente, no existe ningin tratamiento que tenga una eficacia completa, de
modo que los productos farmacoldgicos solo consiguen una mejoria clinica. Los mas
eficaces son la buparvaquona y la parvaquona, aunque su uso no esta permitido en nuestro
pais. Una alternativa es la administracién de compuestos babesicidas, como el dipropionato
de imidocarb, con una utilidad dudosa, limitada y variable segun los autores (Kumar et al.,
2003; Vial y Gorenflot, 2006; Butler et al., 2008; Grause et al., 2013). Algunos estudios
recientes apoyan aun mas el uso de este farmaco como una opcidn de tratamiento potencial
para el control de brotes de infeccion (Grause et al., 2013). Por lo tanto, la bisqueda de

nuevos farmacos con bajo efecto tdxico para los animales es necesaria.

Los datos recogidos durante el brote en Texas han indicaron que Theileria equi
puede ser eliminado de un caballo infectado con una dosificacion apropiada de
dipropionato de imidocarb (Ueti et al., 2012). Para el alivio de los signos clinicos, se han
utilizado varios farmacos con éxito, si bien el imidocarb, en su forma de sal de
dipropionato, se considera el mas eficaz. Una forma alternativa de este farmaco, compuesto
de sal de dihidrocloruro, parece que puede causar un dafio muscular mas severo en el sitio
de inyeccion (Bork et al., 2003; Meyer et al., 2005). El dipropionato, es un derivado de
carbanilida, y se administra en el caballo por via intramuscular (IM). Aunque su

mecanismo de accion no esta claro, se ha sugerido que inhibe la entrada de inositol a los
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eritrocitos infectados o altera el metabolismo de las poliaminas (Bacchi et al., 1981;
McHardy et al., 1986).

Las dosis para el control de la intensidad de la sintomatologia es variable, si bien
algunas fuentes indican que dosis de 2,2-4,4 mg/kg IM una vez son eficaces. Si es
necesario, se pueden repetir dosis mas bajas a intervalos de 24-72 h durante 2-3
tratamientos. En paises no endémicos, en los que el objetivo del tratamiento es la
eliminacion quimioterapéutica del organismo, los animales infectados con Babesia caballi
pueden ser eliminado con una dosis de 4,4 mg/kg IM cada 72 h durante 4 tratamientos
(Schwint et al., 2009). Para la eliminacién de Theileria equi, los datos obtenidos tanto en
infecciones naturales como experimentales, indican que esta misma dosis, 4,4 mg/kg, es
efectiva (Ueti et al., 2012). De los 25 caballos tratados e infectados naturalmente por Ueti
et al. (2012), se obtuvieron serologias positivas para Theileria equi después del tratamiento
inicial y tuvieron que someterse a un segundo régimen de tratamiento para obtener la

quimioesterilizacion.

Actualmente, el aclaramiento del parésito se determina mediante resultados de PCR
negativos y mediante la incapacidad de transmitir el parasito a un caballo esplectomizado
a traves de transfusiones de sangre, pero existen investigaciones en curso para definir mas
claramente la eliminacion de parasitos. En los Estados Unidos, si un caballo es
diagnosticado con Theileria equi, el propietario y el veterinario tienen que introducir al
caballo en el programa de tratamiento controlado por el Departamento de Agricultura de
Estados Unidos (USDA), para garantizar la cuarentena, el tratamiento y la liberacion de

caballos limpios del parasito (Grause et al., 2013).

El dipropionato de imidocarb (Imizol®) a una dosis de 4 mg/kg IM administrado
en cuatro dosis separadas 72 h es usualmente un tratamiento eficaz para los signos clinicos
de la infeccion por Theileria equi (Grause et al., 2013). Este régimen de tratamiento
también ha tenido éxito en la esterilizacion completa de algunos casos. El dipropionato
tiene actividad anticolinesterasa, por lo que la administracion del farmaco a menudo
conlleva numerosos sintomas colaterales, tales como sudoracion, agitacién, colico y diarrea

(Adams, 1981; Meyer et al., 2005). Generalmente se trata de sintomas transitorios, que

61



Rocio Rodriguez Gonzalez-Miranda

raramente amenazan la vida del paciente. Los efectos se pueden prevenir mediante la
administracion previa de una dosis intravenosa (IV) de glicopirolato a 0,0025 mg/kg una
vez. lgualmente, los sintomas desaparecieron con una sola dosis IV de atropina a 0,2
mg/kg. No obstante, hay que tener en cuenta que ambos farmacos anticolinérgicos también
pueden desencadenar efectos adversos. La administracion de escopolamina puede aminorar
dichos efectos adversos. Como el dipropionato sufre eliminacion hepatica y renal, puede
provocar enfermedad hepatica periportal y necrosis tubular renal (Adams, 1981; Meyer et
al., 2005). Por tanto, los caballos sometidos a este tratamiento deben estar en estrecha

vigilancia para impedir el desarrollo de complicaciones.

Laboratorialmente, la administracién de dipropionato puede producir azotemia
transitoria, elevaciones en la actividad p-glutamil transferasa (GGT), creatinina o de
ambas, asi como transitorias elevaciones en las actividades enzimaticas hepaticas
(aspartato aminotransferasa AST, alanina aminotransferasa ALT, fosfatasa alcalina ALP y
sorbitol deshidrogenasa SDH) durante el tratamiento, pero normalmente se resuelven con
la interrupcion de la administracion del farmaco. Los burros y las mulas son mucho
sensibles por lo que su uso de este fA&rmaco en estas especies no esta recomendado. La
informacién sobre la administracion del dipropionato de imidocarb en potros neonatos
infectados por Theileria equi se restringe a un unico caso (Silvey, 1996). En yeguas
lactantes, una Unica dosis de 2,4 mg/kg IM, hace que el farmaco sea detectable en leche 2
h después de la administracion, si bien no se ha demostrado si esto podria tener efectos
toxicos sobre el potro lactante. Un informe de administracion de dipropionato a yeguas
gestantes a las que se les provoco el aborto, describid concentraciones similares en sangre

materna y fetal (Lewis et al., 1999).

Otros compuestos antiprotozoarios, como el aceturato de diminazene y el
diaceturato de diminazene también se han utilizado con éxito contra Theileria equi y
Babesia caballi a dosis de 3,5 mg / kg IM cada 48 horas en 2 tratamientos (Rashid et al.,
2008). El aceturato es més eficaz que el diaceturato, si bien ambos farmacos parecen causar

un dafio muscular significativo en el punto de inyeccion. La eficacia de ambos farmacos
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aumenta con la segunda dosis. Los signos de toxicidad incluyen dificultad respiratoria y
letargo (Rashid et al., 2008).

El antibiotico oxitetraciclina cuando se administra IV, a una dosis de 5-6 mg/kg,
una vez al dia, durante 7 dias es eficaz contra Theileria equi, pero no contra Babesia caballi
(Zobba et al., 2008). Otros farmacos de los cuales se ha evaluado su eficacia en la
babesiosis son, el isocianato de amicarbilade, la euflavina, el artesunato y arteether
(derivados de la artemisia), la buparvaguona y atovaquona. Sin embargo estos farmacos ya
no son comunmente utilizados en la practica clinica (Kumar et al., 2003). El ponazuril
inhibe a organismos de Theileria equi in vitro (Wise et al., 2012). En conocimiento de los
autores, no se ha demostrado la eficacia de estos farmacos en animales vivos, si bien en el

futuro, podrian representar opciones adicionales de tratamiento en el caballo.

Aparte de los farmacos antiprotozoarios, las infecciones agudas en los caballos, a
menudo requieren de cuidados de apoyo incluyendo la administracion de fluidos 1V,
antiinflamatorios no esteroideos, manejo del dolor y transfusiones de sangre. La
hidratacion adecuada es esencial durante la iniciacion al tratamiento con imidocarb. La
enoxacina, antibacteriano de amplio espectro, también se ha probado recientemente y se ha
demostrado que posee una potente accion inhibidora de los parasitos de los géneros
Babesia y Theileria (Omar et al., 2016).

Los eritrocitos infectados por el parasito generan especies reactivas de oxigeno
(ROS) durante su ciclo de vida asexual eritrocitica (Griffiths et al., 2001) y los eritrocitos
infectados son muy susceptibles al estrés oxidativo (Becker et al., 2003). Por ello la
busqueda de nuevos tratamientos se centra en el estudio de las moléculas diana sobre las

cuales actuar.

Desde un punto de vista epidemiologico, los esfuerzos tendrian que ir encaminados
a intentar que nunca se rompiera el equilibrio parasito-hospedador. Conociendo que la
premunidad confiere proteccidn frente a reinfecciones, es importante asegurar que el estado
inmunitario de los caballos sea adecuado y que las infecciones por garrapatas se

mantuvieran dentro de unos limites normales para una explotacion (Olmeda et al., 2005).
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El control epidemioldgico de los animales destinados a la exportacion es muy complejo.
Habria que desarrollar un sistema de aislamiento que impidiera que el caballo entrara en
contacto con la garrapata. El gran inconveniente de este hecho es que, cualquier fallo
conllevaria a una primoinfeccion, con unas consecuencias desastrosas para el caballo
(Steel, 2000; Olmeda et al., 2005).

La prevencion de la infeccion en las naciones endémicas es practicamente
imposible, y se supone que la premunidad con la infeccidn inicial actua para proteger al
caballo de la enfermedad recurrente en exposiciones posteriores. En naciones no
endémicas, la piedra angular de la proteccion es la regulacién del movimiento equino entre
naciones. Dependiendo del pais no endémico, los caballos deben ser negativos para
Theileria equi y Babesia caballi en la prueba serolégica especificamente designada por el
pais de importacion, normalmente cELISA. Si es positivo, generalmente se rechaza la
entrada a los caballos, a menos que existan acontecimientos atléticos, los cuales estaran
regulados firmemente. Todos los caballos importados de naciones endémicas se pondran
en cuarentena y se examinaran detenidamente en busqueda de garrapatas. Se procedera a
la aplicacion de acaricidas antes del embarque a la nacion endémica, para garantizar que
las garrapatas no se han introducido junto con los caballos. El sistema regulador en vigor
por parte de la OIE ha sido exitoso, aunque se siguen produciendo algunos casos aislados
en paises no endémicos. Estas casos aislados, raramente son causados por la transmision
por garrapatas y estan a menudo vinculados al uso de sangre contaminada en los equipos y
practicas que implican compartir agujas o transfusiones de sangre de donantes no
controlados (Short et al., 2012). En Estados Unidos, un caballo que se identifica como
positivo a CELISA, debe ser inmediatamente puesto en cuarentena y las autoridades
estatales y federales deben ser informadas del suceso de manera inmediata. Hasta que se
identifiqguen mediante métodos fiables de esterilizacion, estos caballos deben permanecer
en cuarentena, ser exportados, donados a centros de investigacion o eutanasiados. La
accion mas apropiada viene determinada por las autoridades reguladoras estatales y

federales, caso por caso (Grause et al., 2013).
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Las naciones no endémicas que bordean a naciones endémicas no pueden prevenir
completamente la introduccién de garrapatas, por lo que deben implementarse medidas
para reducir el contacto de los caballos con este vector. Esto incluye la aplicacion rutinaria
de acaricidas, vigilancia de la presencia de garrapatas y reduccion de la vegetacion. Existen
numerosos productos disponibles para reducir la exposicion a la garrapata, pero no todos
los acaricidas cumplen con los reglamentos de la EPA (“United States Department of
Agriculture Animal and Plant Inspection Service”). Aunque no existen evidencias
cientificas directas en caballos, la administracion sistémica del antiparasitario ivermectina,

probablemente ayude en el control de las garrapatas (EPA, 2013).

Se ha investigado el uso potencial de la vacunacion para inducir la inmunidad a
Babesia caballi y Theileria equi. Sin embargo, ninguna vacuna estd comercialmente
disponible. La inmunizacion con merozoitos indujo proteccion en 4 burros (Kumar et al.,
2003). No se dispone de datos sobre la proteccion en caballos, y hasta que esto se pueda

dilucidar, el desarrollo de una vacuna eficaz sera dificil.

Las estrategias de vacunacion y tratamiento dependen sobretodo del estado de la
infeccion (endémica versus no endémica) y de la region. El desarrollo de una vacuna que
prevenga la transmision o enfermedad clinica y la muerte es importante para aquellos
caballos que se han trasladado a regiones endémicas. Actualmente existen
quimioterapéuticos, que ayudan en el control de la parasitemia aguda y signos clinicos
asociados, como se ha descrito en este mismo apartado, pero no eliminan la infeccién, si
bien son muy utiles en regiones endémicas. En regiones no endémicas, el objetivo es
mantenerse libres de infeccion. Por tanto, cuando se detectan caballos infectados, los
compuestos quimioterapéuticos no son eficaces para eliminar la infeccion. Para
permanecer libre de infecciones, es necesario un mayor desarrollo de herramientas exactas
de diagnostico y un conocimiento profundo de las poblaciones de garrapatas y de su

capacidad de transmision de Babesia caballi y Theileria equi.

El aumento de la globalizacion de la industria equina, con climas en constante
cambio, constituye un auténtico desafio para el control de las infecciones persistentes

causadas por Theileria equi y Babesia caballi. A través de la vigilancia de las poblaciones

65



Rocio Rodriguez Gonzalez-Miranda

equinas y con un conocimiento detallado de la competencia y hébitat del vector, se puede
reducir la infeccion. La informacion precisa sobre los ciclos de vida, transmision,
respuestas inmunes, diagnosticos fiables y tratamiento de estos parasitos es primordial para
que estas enfermedades insidiosas no se extiendan, al tiempo que el movimiento

internacional de caballos crece continuamente.
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7. DESCRIPCION DE LOS TRES ESTUDIOS
INCLUIDOS EN LA TESIS
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La presente Tesis Doctoral se ha dividido en tres estudios.

En el ESTUDIOQ 1, se realizara una descripcion clinica y laboratorial de caballos

Pura Raza Espafiola (PRE) afectados por Theileria equi, pertenecientes a una misma
ganaderia de una zona endémica. Para ello, se han seleccionado dos grupos de animales,
con sintomas compatibles con theileriosis, que fueron sometidos a un diagndstico
laboratorial (técnica PCR). Solo se han introducido en este primer estudio animales con
resultados PCR positivos a Theileria equi y negativos a otras enfermedades transmitidas
por garrapatas, incluyendo Babesia caballi y Anaplasma phagocytophilum. Los animales
se dividieron en dos grupos. Uno de ellos, estuvo formado por hembras, que permanecian
en pastoreo, debido a su funcién reproductiva, y el segundo, estuvo formado por machos,
que estaban en entrenamiento y/o se usaban como reproductores. La diferenciacion entre

grupos se llevd a cabo porque este segundo grupo permanecia en estabulacion.

Como grupo control, se seleccionaron animales sanos, sin sintomas clinicos y PCR
negativo, igualmente divididos en dos grupos, hembras en pastoreo y machos en
estabulacion.

Se compararon estos 4 grupos en cuanto a sintomatologia y parametros
laboratoriales. Concretamente, se analizaron estos parametros: eritrograma completo
(numero de gldbulos rojos GR, concentracion de hemoglobina HB, valor hematocrito
HTO, volumen corpuscular medio VCM, hemoglobina corpuscular media HCM,
concentracion de hemoglobina corpuscular media CHCM) y leucograma (namero total de
glébulos blancos GB, nimero de neutréfilos NEU, linfocitos LINF, monocitos MON).
Ademas, se realiz6 un perfil de coagulacidn, que integraba el nimero de plaquetas (PLT),
el tiempo de protrombina (TPT) y el tiempo de tromboplastina parcial activada (aPPT),
para evaluar las vias de coagulacion extrinseca, intrinseca y comudn. En cuanto a la
bioquimica sérica, se determinaron las concentraciones de bilirrubina total (BIL), urea
(BUN), creatinina (CREAT), proteinas plasmaticas totales (PPT), albimina (ALB), calcio
(Ca), fosforo (P), magnesio (Mg) y actividades enzimaticas creatin kinasa (CK), aspartato

aminotransferasa (AST), lactato deshidrogenasa (LDH), fosfatasa alcalina (ALP) y y-

69



Rocio Rodriguez Gonzalez-Miranda

glutamil transferasa (GGT), para evaluar la presencia de lesion y/o disfuncion hepética,

renal y muscular.

Como uno de los objetivos planteados en este primer trabajo era analizar la posible
respuesta de fase aguda al agente parasitario, se cuantificaron las concentraciones de 4
proteinas de fase aguda, el amiloide sérico A (SAA), proteina C reactiva (CRP),
haptoglobina (Hp) y fibrindgeno (FIB). Finalmente, para concluir este primer estudio,
también midieron las concentraciones de algunos marcadores de metabolismo férrico, que
ademas podrian actuar como reactantes de fase aguda, tales como el hierro (Fe), ferritina

(FERR) y la capacidad de union al hierro no saturado (UIBC).

En el ESTUDIO 11, se expondran los resultados de las encuestas enviadas a
veterinarios clinicos de Andalucia. En dichas encuestas, se ha solicitado a diversos clinicos
de équidos que completen, de forma individual para cada paciente, datos relativos al animal
(raza, sexo, edad, uso del animal...) y a las condiciones ambientales (temperatura,
humedad, momento del afio, en estabulacion o en pastoreo...), en el momento en el que se
efectud el diagnostico. Ademas, se ha preguntado acerca de los sintomas mas comunes, ya
gue quizas, al tratarse de una muestra mas heterogénea de caballos en comparacién con la
presentada en el estudio I, se podria encontrar una mayor variabilidad sintomatoldgica. Por
otro lado, los servicios de estos veterinarios fueron requeridos por los propietarios, de modo
que es logico suponer, que fueron de intensidad superior a la encontrada en el estudio I. De
igual modo, hemos querido conocer en este segundo estudio los métodos analiticos que se
utilizan de forma mas frecuente para el diagnostico de esta enfermedad en la clinica de

campo e igualmente, los tratamientos que se eligen rutinariamente.

Finalmente, en el ESTUDIO 111, se describen tres casos clinicos, de tres caballos
de raid, que empezaron competiciones sobre diferentes distancias, comprendidas entre 80
y 160 km, sobre las cuales competian regularmente. En los tres casos, los animales estaban
bien entrenados y superaron el examen veterinario inicial, desarrollando sintomas de
rabdomidlisis al inicio de la competicidn. Tras ser retirados de la misma, se detectd anemia
los dias siguientes, y en los tres casos, se encontrd un resultado PCR positivo a Theileria

equi. Con este tercer estudio, queremos destacar la importancia del estrés, asociado al
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gjercicio, competicion, transporte... en el desarrollo de sintomas compatibles con
theileriosis, en animales que posiblemente sean portadores crénicos. En este caso, la
theileriosis puede surgir en cualquier momento del afio, no teniendo por qué aparecer

asociada a la presencia de garrapatas.
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9. ESTUDIO I

Caracteristicas Clinicas y Laboratoriales,
incluyendo Proteinas de Fase Aguda, en
Caballos Pura Raza Espanola positivos a

Theileria equi
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9.1. INTRODUCCION

La mayor parte de los trabajos cientificos disponibles sobre piroplasmosis equina,
llevan a cabo analisis de prevalencia en diversos paises y areas, fundamentalmente, usando
métodos seroldgicos y en los dltimos afios, PCR. Las investigaciones mas recientes han
descrito la prevalencia en paises cercanos a Espafia, como Italia (Moretti et al., 2010;
Grandi et al., 2011; Piantedosi et al., 2014; Laus et al., 2015; Bartolomé del Pino et al.,
2016), Francia (Fritz, 2010), Suiza (Sigg et al., 2010) o Grecia (Kouam et al., 2010).
También en Espafia se han llevado a cabo diversos estudios epidemioldgicos (Habela et al.,
1989; Garcia-Bocanegra et al., 2013).

A pesar de estas numerosas publicaciones, los resultados deben ser interpretados
con precaucion, debido a las intensas diferencias en el disefio experimental, la poblacion
estudiada y las pruebas diagnosticas. Particularmente importante es el uso previo de la
prueba CFT para la deteccion de anticuerpos contra Babesia caballi o Theileria equi. Los
datos sobre este tema, han confirmado que el CFT carece de sensibilidad en la deteccion
de infecciones persistentes (McGuire et al., 1971; Weiland, 1986; Bruning, 1996).

Por otro lado, la informacion sobre las caracteristicas clinicas y laboratoriales de
esta enfermedad es mucho mas limitada en nuestro pais, quedando restringida a dos
articulos, uno publicado por Camacho et al. (2005), donde se evalta la hematologia y
bioquimica sérica en caballos seropositivos y clinicamente afectados por la enfermedad
frente a un grupo control y un segundo articulo publicado por Barrera et al. (2010), en
donde se describe el patrdn electroforético sérico en caballos afectados por Babesia caballi
y/o Theileria equi. También hay que tener en cuenta que la sintomatologia en zonas
endémicas es menos evidente, debido a la inmunizacién de los animales frente a estos

parasitos.
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9.2. OBJETIVOS E HIPOTESIS.

El OBJETIVO GENERAL de este trabajo es realizar una caracterizacion clinica
y laboratorial en caballos Pura Raza Espafiola (PRE) positivos a Theileria equi,
pertenecientes a una ganaderia de una zona endémica (provincia de Cérdoba, Espafia).
Ademas, en los ultimos afios, se le ha otorgado una gran importancia en medicina
veterinaria, con aplicaciones clinicas y pronosticas a las proteinas de fase aguda (‘acute
phase proteins’, APPs), como marcadores de la respuesta inflamatoria subyacente al
proceso. En conocimiento de los autores, hasta la actualidad, no se ha cuantificado la

respuesta de fase aguda en caballos afectados por estos parasitos.
Este objetivo general se divide en los siguientes objetivos especificos:

Primer objetivo. Conocer la sintomatologia asociada a la infeccion por Theileria

equi en zonas endémicas, en caballos PRE.

Sequndo__objetivo. Definir las principales alteraciones hematoldgicas Yy

bioquimicas que experimentan estos caballos.

Tercer objetivo. Valorar si existen diferencias clinico-laboratoriales entre caballos

estabulados y en pastoreo, con diferentes probabilidades de contacto con el vector.

Cuarto objetivo. Analizar si se produce una respuesta de fase aguda a la infeccion

por Theileria equi en caballos de zonas endémicas y valorar si, la intensidad de dicha
respuesta estd correlacionada con la sintomatologia y con el resto de parametros

laboratoriales cuantificados.

Como HIPOTESIS DE PARTIDA para esta investigacion, proponemos las

siguientes:
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Primera hipotesis. Que los caballos positivos a Theileria equi, pertenecientes a
zonas endémicas, mostraran sintomatologia y cambios laboratoriales de intensidad leve,

debido a su estado inmunitario y contactos continuos con el parasito.

Segunda hipotesis. Que los caballos que permanecen en estabulacion, mostraran

sintomas y alteraciones laboratoriales menos evidentes que aquellos que permanecen en

pastoreo, debido a un riesgo de contacto superior con el vector.

Tercera hipotesis. Que los caballos con sintomatologia més leve presentaran una

respuesta inflamatoria de menos intensidad, y esta circunstancia se hara patente en las

concentraciones de las proteinas de fase aguda.
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9.3. REVISION BIBLIOGRAFICA

9.3.1. Caracterizacion clinica de la theileriosis equina

El periodo de incubacion de la infeccidn por Theileria equi es de unos 12 a 19 dias
aproximadamente (De Waal et al., 1987), mientras que el periodo de incubacion de la
infeccion por Babesia caballi es de 10 a 30 dias (De Waal, 1990). Los signos clinicos a
menudo son inespecificos, y la enfermedad se puede confundir con otras condiciones
hemoliticas similares que cursen con fiebre, anemia e ictericia (Zobba et al., 2008; Butler
et al., 2012; Rothschild, 2013; Wise et al., 2013; 2014). Las principales enfermedades que
se deben considerar en el diagnostico diferencial son: anemia infecciosa equina, arteritis
equina, peste equina, erlichiosis o anaplasmosis equina y purpura hemorrégica (Zobba et
al., 2008; Paladino et al., 2016). Por lo general, Theileria equi suele causar una enfermedad

mas grave que Babesia caballi (Camacho et al., 2005).

Los signos clinicos més frecuentes suelen ser fiebre, anemia, ictericia, y
hemoglobinuria y a veces, muerte. Ademas Theileria equi puede provocar infecciones
intrauterinas dando lugar a aborto y muerte neonatal (Potgieter et al., 1992; Lewis et al.,
1999; Phipps y Otter, 2004; Kumar et al., 2008; Chhabra et al., 2012). En algunos casos, la
mortalidad aguda o crdnica de la enfermedad puede alcanzar hasta un 50% (De Waal,
1992).

Los signos clinicos son menos evidentes en animales de zonas endémicas, debido
a que presentan anticuerpos que les hacen ser mas resistentes a la enfermedad. Los animales
infectados que se recuperan de una infeccion aguda o primaria de Theileria equi pueden

ser portadores de por vida (De Waal y Van Heerden, 1994).

La enfermedad clinica puede manifestarse en diferentes formas, peraguda, aguda,
crénica e inaparente. La forma peraguda cursa con una sintomatologia subita y fulminante,
con colapso y muerte subita, pudiendo aparecer en aquellos animales que no han tenido un
contacto previo con el parésito, tras llegar a una zona endémica. En los afios 30, la

relocalizacion de caballos procedentes de zonas libres de la enfermedad en zonas
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endémicas (concretamente en el sur de Francia), dio lugar a una alta tasa de mortalidad
(69%) (Basset y Auger, 1931). Durante este tipo de infeccion, los paréasitos se replican en
los eritrocitos, condicionando hemdlisis y muerte secundaria a anemia (Casteel y Turk,
2002; Rothschild, 2013; Wise et al., 2013). También se ha descrito esta forma peraguda en
animales previsiblemente portadores inaparentes que experimentaron un recrudecimiento

del proceso tras un ejercicio intenso (Hailat et al., 1997).

La forma aguda de la infeccidn, que es el curso mas comun, se presenta con sintomas
no especificos, como fiebre, que puede superar los 40°C, disminucion del apetito, pérdida
de peso y edemas periféricos (Tamzali, 2013; Rothschild, 2013; Wise et al., 2013; 2014).
Pueden observarse petequias en las membranas mucosas, incluyendo membrana nictitante,
causadas por la trombocitopenia (Camacho et al., 2005). Es frecuente encontrar sintomas
asociados a anemia hemolitica, tales como mucosas palidas o ictéricas, taquicardia,
taquipnea, debilidad y pigmenturia, debido a hemoglobinuria o bilirrubinuria (Ambawat et
al., 1999; Camacho et al., 2005; Zobba et al., 2008; Tasaki et al., 2013; Rothschild, 2013;
Wise et al., 2013; 2014). Algunos caballos presentan sintomas de complicaciones
gastrointestinales, incluyendo coélico o impactaciones seguidas de diarrea (Wise et al.,
2013). Otras manifestaciones clinicas menos frecuentes incluyen el desarrollo secundario
de neumonia, edema pulmonar, arritmias cardiacas, enteritis catarral, laminitis y afectacion
del sistema nervioso central, con ataxia, mialgia y convulsiones (De Waal y VVan Heerden,
2004; Diana et al., 2007; Zobba et al., 2008; Rothschild, 2013; Wise et al., 2013; 2014). Se
han descrito casos de infertilidad permanente en sementales (Donnellan y Marais, 2009).
De forma secundaria a la nefropatia pigmentaria, y a la hipotension derivada de una
respuesta sistémica a la inflamacién, se puede producir una insuficiencia renal aguda
(Zobba et al., 2008; Tamzali, 2013; Rothschild, 2013; Wise et al., 2013; 2014). Las
infecciones severas pueden culminar en insuficiencia hepatica o en coagulacion
intravascular diseminada (CID) (Diana et al., 2007; Zobba et al., 2008; Donnellan y Marais,
2009; Wise et al., 2013; Sumbria et al., 2016).

Se puede detectar esplenomegalia mediante palpacién rectal o con ultrasonografia. Se

ha sugerido que la esplenomegalia esta causada por el aumento de la tasa de hemdlisis
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extravascular, que se produce en el interior de los sinusoides esplénicos en caballos menos
afectados (Allen et al., 1975; Camacho et al., 2005; Zobba et al., 2008; Rothschild, 2013;
Tamzali, 2013; Wise et al., 2013).

La forma crénica o subclinica es similar a la anterior, si bien se acompafia de pérdida
de peso y fiebre intermitente. Las mucosas pueden aparecer anémicas o ictéricas, a veces
con petequias y equimosis. Los movimientos intestinales se reducen y los caballos pueden
mostrar signos leves de cdlico (Phipps, 1996). Los casos crénicos suelen cursar con
sintomas muy inespecificos, tales como inapetencia leve, disminucion del rendimiento

fisico y pérdida de masa corporal (Hailat et al., 1997; Camacho et al., 2005).

Es importante considerar que los caballos infectados por Theileria equi, tanto de zonas
endémicas como no endémicas, pueden ser portadores inaparentes, sin sintomas
apreciables de enfermedad (Knowles, 1988; Zobba et al., 2008; Mujica et al., 2011,
Tamzali, 2013; Wise et al., 2013; Laus et al., 2015). La gestacion en hembras portadoras
puede dar lugar a aborto o infecciones neonatales (Allsopp et al., 2007). La babesiosis
neonatal en los potros se caracteriza por debilidad en el nacimiento, apatia y desarrollo de
anemia e ictericia severa (Erbsloh, 1975). Los potros afectados se vuelven progresivamente
letargicos y en Gltima instancia, son incapaces de ponerse de ponerse o permanecer en la
estacion o de amamantarse. Suele haber fiebre y se pueden apreciar petequias en las
mucosas (Phipps y Otter, 2004; Georges et al., 2011; Chhabra et al., 2012).

En los caballos infectados con Babesia caballi, el organismo puede quedar limpio del
pardsito a los 12- 48 meses postinfeccion de forma espontinea. Sin embargo en las
infecciones por Theileria equi esto no sucede (Bashiruddin et al., 1999.)

La aparente variacion global en la enfermedad clinica puede venir dada por diversos
factores que determinan la emergencia de la infeccion y la severidad del proceso. La
infeccion con Theileria equi en Sudafrica a menudo resulta en enfermedad grave que suele
requerir una intervencion médica (Viljoen et al., 2009). En contraste, en el brote de los
Estados Unidos, en los cuales 475 caballos se vieron afectados, sélo se informé que 1

caballo presentaba sintomas clinicos leves (Ueti et al., 2007).
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La respuesta del sistema inmune equino a la infeccion con Theileria equi o Babesia
caballi no esta completamente definida, ya que es un proceso complejo y multifacético. Se
acepta que la infeccion con cualquiera de estos dos parésitos tiene como resultado la
adquisicién del estatus de portador, que confiere proteccién contra la enfermedad
(Uilenberg, 2006; Rothschild, 2013; Silva et al., 2013). No se ha documentado proteccién
cruzada entre Theileria equi y Babesia caballi, y por tanto, los caballos pueden estar

infectados con ambos parasitos simultaneamente (Rothschild, 2013).

El bazo desempefia un papel necesario en el control de la mayoria de los parasitos
hemoprotozoarios. Un caballo con un bazo sano es capaz de superar la enfermedad aguda
inducida por Theileria equi, mientras que los caballos esplenectomizados invariablemente
sucumben a la enfermedad con parasitemias que pueden alcanzar el 80% (Kuttler et al.,
1986; Ambawat et al., 1999; Wise et al., 2013). Los portadores inaparentes de Theileria

equi también desarrollaran la enfermedad tras la esplenectomia (Wise et al., 2013; 2014).

9.3.2. Hallazgos hematolégicos en caballos infectados por Theileria equi

La anemia, tanto intravascular como extravascular, caracterizada por un descenso
del nimero de eritrocitos (GR), concentracion de hemoglobina (HB) y valor hematdcrito
(HTO) es un hallazgo laboratorial comun en caballos con theileriosis (Ambawat et al.,
1999; Camacho et al., 2005; Zobba et al., 2008; Rothschild, 2003; Sumbria et al., 2016).
Generalmente, la reduccion del HTO es moderada, raramente decrece por debajo del 10%,
si bien en algunos casos puede ser muy severa, con valores inferiores al 10%. La anemia
severa en mas comun en infecciones por Theileria equi que por Babesia caballi (Ambawat
et al., 1999; Rothschild, 2013). Algunos autores han documentado un incremento de la
hemoglobina corpuscular media (HCM) (Laus et al., 2015; Sumbria et al., 2016), si bien
las alteraciones en los indices eritrocitarios es variable (Ambawat et al., 1999). La anemia
también se observa laboratorialmente en burros, a pesar de permanecer asintomaticos y con
parasitemias muy bajas en comparacién con los caballos (Gizachew et al., 2013; Laus et
al., 2015).
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La patogenia de la anemia se ha estudiado intensamente en perros con babesiosis
(Rudzinska et al., 1983; Murase y Maede, 1990; Jacobson y Clark, 1994; Lobetti, 2005;
Taboada y Lobetti, 2006). En general, se considera que es una anemia hemolitica, que se
asocia a un incremento de BIL (De Waal et al., 1987; Camacho et al., 2005; Zobba et al.,
2008; Rothschild, 2013; Wise et al., 2013; Laus et al., 2015; Sumbria et al., 2016). No
obstante, en casos crénicos, la anemia es leve y no se acomparia de hiperbilirrubinemia
(Taylor et al., 1968). Las teorias patogenicas propuestas en perros con Babesia canis son
numerosas. En primer lugar, la parasitemia da lugar a eritrocitos osmaticamente fragiles
(Rudzinska et al., 1983). Ademas, se produce una lesion fisica de la membrana tras la fision
binaria intraeritrocitaria de los trofozoitos (Zygner et al., 2007). Sin embargo, la severidad
de la anemia no es proporcional a la parasitemia, por lo que deben intervenir otros
mecanismos o factores que conlleven a la destruccién de los hematies, y no solo de aquellos
que se encuentran parasitados (Murase y Maede, 1990; Jacobson y Clark, 1994; Taboada
y Lobetti, 2006). En segundo lugar, la presencia de antigenos en la membrana de los
eritrocitos infectados desencadena una respuesta defensiva en el hospedador, con
opsonizacién de hematies y fagocitosis posterior en el sistema monocitico mononuclear
(Murase y Maede, 1990). La hiperplasia de dicho sistema origina esplenomegalia,
consecuencia que ha sido descrita como sintoma clinico anteriormente (epigrafe 9.3.1.).
Mediante este mecanismo, también se destruyen eritrocitos no parasitados (Murase y
Maede, 1990; Jacobson y Clark, 1994; Taboada y Lobetti, 2006). En tercer lugar, la
activacion del sistema calicreina por las proteasas solubles del parasito induce la sintesis
de proteinas similares al fibrindgeno (FLP, fibrinogen-like protein’), dando lugar a rigidez
eritrocitaria, con dificultad en la deformacion de los hematies al pasar por los capilares.
Este mecanismo se cree que contribuye a la anemia aguda. El cerebro y la musculatura son
las regiones mas afectadas (Lobetti, 2005; Taboada y Lobetti, 2006). En perros, este
fenomeno es el desencadenante de la babesiosis cerebral, con sintomas neuroldgicos
(Lobetti, 2005; Adaszek et al., 2012; Daste et al., 2013). En cuarto lugar, la destruccién de
los eritrocitos parasitados y no parasitados mediada por el sistema del complemento, es un
mecanismo a considerar (Jacobson y Clark, 1994; Taboada y Lobetti, 2006). En quinto

lugar, los parasitos pueden producir un factor hemolitico, que altere el sistema
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hematopoyético (Zygner et al., 2007; Sumbria et al., 2016). Finalmente, el estrés oxidativo
es una causa importante de lesion en la membrana del hematie en la babesiosis canina
(Chaudhuri et al., 2008; Ciftci et al., 2014).

En el caballo, hasta la actualidad y en conocimiento de los autores, de las teorias
patogénicas anteriores, solo se ha demostrado la anemia hemolitica y la implicacion del
estrés oxidativo (Deger et al., 2009; Gopalakrishnan et al., 2016; Radakovic et al., 2016).
Asi, Deger et al. (2009) detectaron un aumento marcado de malondialdehido y nitratos y
una reduccidn intensa de la enzima glutation plasmatica y vitamina E en caballos y mulas
infectados por Theileria equi. Estas modificaciones resultaron en cambios en la fragilidad
osmotica y en lesion directa sobre las proteinas y lipidos (peroxidacion lipidica) de la
membrana del eritrocito (Deger et al., 2009; Radakovic et al., 2016). Ademas, el
incremento de la produccion de radicales libres de oxigeno altera el ADN celular y este
hecho recientemente ha sido implicado en el dafio hepatocelular causado por Theileria equi
(Radakovic et al., 2016).

El leucograma en caballos con Theileria equi es variable, dependiente del estado
de la infeccion y de su severidad. En infecciones agudas, se ha descrito neutropenia, con
eosinopenia y monocitosis iniciales, seguida de linfocitosis (Roberts et al., 1962;
Rothschild y Knowles, 2007; Zobba et al., 2008; Rothschild, 2013; Tamzali, 2013). Por el
contrario, en burros se ha descrito una neutrofilia inicial (Kumar et al., 2009). También en
burros, Laus et al. (2015) encontraron neutrofilia, pero solo en aquellos animales que eran
PCR o IFAT positivos.

La trombocitopenia es un hallazgo laboratorial comin en la piroplasmosis equina,
asi como en otras infecciones protozoarias (Camacho et al., 2005; Zobba et al., 2008;
Rothschild, 2013; Tamzali, 2013; Laus et al., 2015). Se ha observado trombocitopenia en
caballos infectados por Theileria equi de forma natural (Zobba et al., 2008), experimental
(De Waal et al., 1987) y en burros (Laus et al., 2015). Se han descrito reducciones en el
namero de plaquetas de un 39% de los caballos infectados por Theileria equi, en un 80%
de los caballos infectados por Babesia caballi y en un 100% de los caballos con infecciones
duales (Allen et al., 1975; De Waal et al., 1987; Camacho et al., 2005).
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La patogenia de la trombocitopenia no esta clara, si bien se ha estudiado con més
profundidad en perros con babesiosis. Se acepta que la trombocitopenia se asocia a una
respuesta inflamatoria aguda, con produccién de fibrindgeno. Esta proteina se une al
receptor GPII/Illa de las plaquetas, desencadenando agregacion plaquetaria y activacion
de la coagulacion sanguinea (Rafaj et al., 2009; Schetters et al., 2009). Ademas, el
incremento en las concentraciones de calicreina plasmatica activa el factor de la
coagulacion XII (Schetters et al., 2009). La activacion sostenida de la cascada de la
coagulacién a consecuencia de la inflamacion desencadena una coagulopatia por consumo,
con un incremento en el tiempo de coagulacion y tendencia a hemorragias (Ruiz de
Gopegui et al., 2007; Solano-Gallego et al., 2008; Schetters et al., 2009; Goddard et al.,
2013). Otros posibles mecanismos implicados en la trombocitopenia son el secuestro
esplénico y la destruccidén inmunomediada (Ruiz de Gopegui et al., 2007; Schetters et al.,
2009).

No hemos encontrado ninguna investigacion sobre las alteraciones laboratoriales
de la coagulacion en caballos con Theileria equi. No obstante, la trombocitopenia se ha
implicado, junto con la respuesta de fase aguda, en la patogénesis de diversos sintomas de
la piroplasmosis equina, tales como petequias (dafio endotelial, aumento de la
permeabilidad vascular) y en casos graves, coagulacion intravascular diseminada (CID),

hemorragias, edemas periféricos y disfuncion organica (Rothschild, 2013).

9.3.3. Hallazgos laboratoriales bioquimicos en caballos infectados por Theileria equi

La hiperbilirrubemia es un hallazgo laboratorial comun, clinicamente manifiesta en
forma de ictericia. Se puede observar tanto en caballos infectados por Theileria equi
(Camacho et al., 2005; Zobba et al., 2008; Rothschild, 2013; Tamzali, 2013; Wise et al.,
2013; 2014), como en burros (Laus et al., 2015). No obstante, en casos cronicos, la BIL

total puede estar dentro de los limites normales.
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Las enzimas hepaticas, AST (aspartato aminotransferasa), LDH (lactato
deshidrogenasa), GGT (y-glutamil transferasa) pueden estar elevadas en caballos
infectados por Theileria equi. Diversos autores han asociado la elevacion de estas enzimas
con degeneracion centrilobular y necrosis hepéatica (Camacho et al., 2005; Rothschild,
2013; Tamzali, 2013; Wise et al., 2013; 2014; Sumbria et al., 2016), si bien también hay
que tener en cuenta que las enzimas AST y LDH aumentan en hemolisis intravascular
(Camacho et al., 2005; Radakovic et al., 2016). No obstante, autores como Zobba et al.
(2008) describen una baja incidencia de alteraciones laboratoriales compatibles con lesion
hepética en caballos con piroplasmosis. Asi, de 26 caballos estudiados (18 positivos a
Theileria equi, 4 positivos a Babesia caballi y 4 positivos a ambos parésitos), s6lo un

caballo mostro alteraciones significativas en las enzimas hepaticas (Zobba et al., 2008).

Los cambios en la concentracion de proteinas plasmaticas totales (PPT), y de sus
fracciones, varian segun los autores y el estado general del paciente. Camacho et al. (2005)
no encontraron diferencias significativas en PPT al comparar caballos seropositivos y
seronegativos a Theileria equi y a Babesia caballi. En general, se acepta que la
concentracion de albumina (ALB) puede estar dentro de los limites normales, estar
aumentada o reducida, en funcién de la duracion del proceso, del estado hidrico del
paciente y de la presencia o ausencia de condiciones asociadas que cursen con pérdida de
proteinas (Allen et al., 1975; Rothschild y Knowles, 2007; Tamzali, 2013; Wise et al.,
2013). Puede aparecer hiperproteinemia cuando se produce deshidratacion debido a la
letargia y a una menor ingestion de comida y agua (Barrera et al., 2010). Por el contrario,
la hipoproteinemia se ha asociado a enfermedad crénica, debido a fiebre, sintomas
asociados a ella y anorexia (Barrera et al., 2010). De los 26 caballos con piroplasmosis,
analizados por Zobba et al. (2008), 7 presentaron hipoalbuminemia (4 con Theileria equi,
1 con Babesia caballi y 2 con infeccion dual). En cuanto a la concentracion de fibrindgeno
(FIB), puede aparecer reducida en caso de lesiones hepaticas terminales, consecuencia que
no es frecuente en caballos infectados por Theileria equi o en presencia de CID. Sin
embargo, es mas comun que el FIB no varie o bien aparezca una hiperfibrinogenemia
derivada de la respuesta sistémica a la inflamacion (Tamzali et al., 2001; Tamzali, 2013;
Wise et al., 2013).
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Se ha analizado el patron electroforético sérico de caballos con piroplasmosis
(Barrera et al., 2010). Estos autores encontraron un incremento de las fracciones de las a2-
globulinas y de las y-globulinas. E1 aumento de las a-globulinas es un hallazgo laboratorial
comun en caballos con diversas patologias (Karatepe et al., 2009). Aungue este aumento
se suele asociar a lesion tisular e inflamacion, puede haber un incremento de la fraccion o
en caballos con patologias no asociadas a inflamacién, tales como lesion hepatica y renal
(Hoffman y Solter, 2008). Segun Barrera et al. (2010), la elevacion de la fraccion a2 en los
caballos con babesiosis refleja hepatopatia y enfermedad renal, posiblemente derivada de
la hemolisis intravascular y por tanto, hemoglobinuria y deshidratacion. Los autores
también describen que la fraccion a-2 podria ser inferior a lo supuesto, debido a la
migracion hasta esta zona de la haptoglobina (Hp), que puede reducirse en casos de anemia
hemolitica (Inoué et al., 2005; Kristensen et al., 2014; Pihl et al., 2016). En la babesiosis,
los mecanismos de inmunidad son principalmente de naturaleza humoral, aunque los

protozoos también pueden activar la respuesta inmune celular (Tizard, 1996).

Las concentraciones de urea (BUN, ‘blood ureic nitrogen’) y de creatinina
(CREAT) pueden estar dentro de los limites normales o estar incrementadas. EI aumento
se suele asociar a la deshidratacion y al inicio de una insuficiencia renal (Camacho et al.,
2005; Sumbria et al., 2016).

Algunos autores describen la presencia de hipofosfatemia e hipoferremia, atribuida
a la anemia y a un metabolismo alterado en los eritrocitos (Frerichs y Holbrook, 1974;
Rothschild, 2013; Wise et al., 2013).

9.3.4. Respuesta de fase aguda y proteinas de fase aguda: introduccién

Una respuesta de fase aguda (APR, ‘acute phase response’) comprende una serie de
reacciones complejas y relacionadas que se producen inmediatamente tras una lesion. Se
trata de una red o cascada de respuestas por parte del organismo lesionado, como reaccion

frente a cualquier proceso o agente que desencadene un dafio tisular (es decir, infecciones
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viricas, parasitarias, bacterianas, traumatismos, cirugias, necrosis isquémicas, quemaduras,
neoplasias....) (Jacobsen et al., 2005; 2009; Jacobsen y Andersen, 2007; Crisman et al.,
2008; Andersen et al., 2012; Belgrave et al., 2013; Daniel et al., 2016). La APR se
caracteriza por numerosos cambios locales y sistémicos, que afectan a diversos tipos
celulares y dérganos, acompafiando tanto a una inflamacion aguda como crénica activa
(Kushner, 1993; Gabay y Kushner, 1999).

Una APR se inicia cuando las células y tejidos lesionados liberan las denominadas
‘moléculas de alarma’, tales como especies reactivas de oxigeno (ROS, ‘reactive oxygen
species’), metabolitos del acido araquiddnico y proteinas del hospedador modificadas, las
cuales activan a los monocitos y otros macréfagos, para sintetizar un gran nimero de
mediadores inflamatorios, entre los cuales las citokinas desempefian un papel relevante
(Koj, 1996). Los efectos locales, paracrinos y endocrinos de las citokinas propagan la
cascada de la APR y estimulan otras células. Ademas, las citokinas son las responsables de
algunos de los sintomas asociados a inflamacion e infeccion, como fiebre, leucocitosis o
pérdida de peso (Lennie et al., 1995; Hill et al., 1997; Konsman et al., 2008).

Durante una APR, el metabolismo del hospedador se dirige hacia la eliminacién del
foco inflamatorio, promoviendo la recuperacion y la reparacion, y favoreciendo la
restauracion de la homeostasis (Jacobsen y Andersen, 2007). Un mecanismo esencial en
este proceso fisiopatoldgico es la sintesis de las proteinas de fase aguda (APPs, ‘acute
phase proteins’), en el higado. Una APPs es una proteina, cuyas concentraciones
plasmaticas/séricas experimentan variaciones de al menos un 25% durante una APR, tanto
en procesos infecciosos como no infecciosos (Gabay y Kushner, 1999; Jacobsen y
Andersen, 1997; Gruys et al., 2005; 2006; Crisman et al., 2008; Eckersall y Bell, 2010;
Cray, 2012; Ceciliani et al., 2012; Schrodl et al., 2016). Las APPs se clasifican en positivas
0 negativas. Las APPs positivas son aquellas que responden a la inflamacién con un
incremento de sus concentraciones, dentro de las cuales se incluyen la proteina C reactiva,
CRP (Petersen et al., 2004), amiloide sérico A, SAA (Pettersen et al., 2004; Lavoie-
Lamoureaux et al., 2012; Zabrecky et al., 2015), haptoglobina, Hp (Canisso et al., 2014;
Zabrecky et al., 2015; Barrachina et al., 2016; Pihl et al., 2016; Westerman et al., 2016),
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fibrogeno, FIB (Borges et al., 2007; Copas et al., 2013; Canisso et al., 2014; Corradini et
al., 2014; Hooijberg et al., 2014; Daniel et al., 2016), ceruloplasmina (Auer et al., 1989) y
a-1 glucoproteina &cida (Taira et al., 1992). Por el contrario, las APPs negativas
experimentan un descenso en sus concentraciones plasmaticas durante un evento
inflamatorio, como es el caso de la ALB (Petersen et al., 2004; Zabrecky et al., 2015) o la
transferrina (Patterson et al., 1988). Durante una APR, la demanda de aminoacidos para la
sintesis de las APPs positivas aumenta de forma intensa, de modo que se produce una
priorizacion de dicha sintesis sobre las proteinas hepaticas, incluidas la ALB. Por este
motivo, se produce una regulacion negativa de la sintesis de ALB a nivel hepatico (Aldred
y Schrieber, 1993).

Por otro lado, las APPs se clasifican en APPs mayores o menores y moderadas. Las
APPs mayores aparecen en concentraciones minimas e incluso indetectables en el plasma
de animales sanos y experimentan variaciones muy significativas durante un proceso
inflamatorio, de hasta 100 veces en relacion a los valores basales. Por el contrario, las APPs
menores tienen unos niveles plasméaticos muy bajos, si bien detectables, en individuos
sanos, y sus concentraciones se modifican solo 1-10 veces durante una APR. En el caballo,

las APPs mayores son CRP y el SAA y las menores son la Hp y el FIB (Jacobsen, 2007).

Cada una de estas APPs presenta un perfil cinético diferente, también dependiente de
la gravedad de la lesion, del proceso inflamatorio asociado, del agente o factor
desencadenante y de la especie animal. Algunas de ellas, como es el caso del SAA,
experimentan un incremento pocas h después de una lesion tisular o infeccién, alcanzando
sus valores maximos a los 1-2 dias del inicio del proceso (Pepys et al., 1989; Nunokawa et
al., 1993; Hultén et al., 2002). La Hp y la CRP tienen tiempos de respuesta medios (Allen
y Kold, 1988; Takiguchi et al., 1990; Yamashita et al., 1991; Taira et al., 1992), mientras
que la ceruloplasmina y el FIB no suelen alcanzar los valores maximos hasta los 7-10 dias
tras una inflamacion, permaneciendo elevados durante varias semanas (Smith y Cipriano,
1987; Auer et al., 1989; Okumura et al., 1991; Ceron et al., 2005; Borges et al., 2007;
Corradini et al., 2014).
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9.3.4.1. Amiloide sérico A

El amiloide sérico A (SAA) equino es una apolipoproteina, que circula en sangre
formando complejos con las lipoproteinas de alta densidad HDL. Se han identificado
diversas isoformas séricas en el caballo (Hultén et al., 1997; Jacobsen et al., 2006; Berg et
al., 2011). Si bien el SAA se sintetiza de forma primaria en los hepatocitos, existen fuentes
de sintesis extrahepaticas (McDonald et al.,, 2001; Crisman et al., 2008). Se ha
documentado su sintesis en la glandula mamaria, pasando hacia el calostro (McDonald et
al., 2001) y en el liquido sinovial equino (Jacobsen et al., 2006; 2016; Crisman et al., 2008).

El SAA se degrada en el higado (Bausserman et al., 1987) y su vida media es muy
corta. Se han descrito valores para su vida media de unos 30 minutos a 2 h en roedores
(Uhlar y Whitehead, 1999), por lo que sus valores séricos decrecen rapidamente una vez

que su sintesis cesa.

Las funciones del SAA no estan muy claras, si bien algunas de ellas se han
demostrado in vitro. Se ha observado que el SAA modula algunas funciones leucocitarias,
como el estallido respiratorio, la quimiotaxis y la fagocitosis (Gatt et al., 1998; Badolato et
al., 2000), influencia la sintesis de mediadores de la inflamacion (Malle et al., 1997), afecta
al transporte de lipidos hacia el tejido inflamado (Gonnermanwa et al., 1996) e induce a
enzimas que intervienen en la degradacion de la matriz extracelular, como metaloproteasas,
colagenasas y mieloperoxidasas, y en la modulacién de la posterior recuperacion del tejido
conectivo (Jacobsen y Andersen, 2007; Crisman et al., 2008). Otras supuestas funciones
son la inhibicidn de la proliferacion de linfocitos y células endoteliales e inhibicion de la
agregacion plaquetaria (Crisman et al., 2008).

Kent (1992) describid las caracteristicas que definen a una APP con utilidad clinica.
Debe tener valores basales bajos o indetectables en animales sanos, con un rango de
referencia estrecho, no debe verse afectada por factores fisioldgicos, como edad, sexo o
base genética del paciente, debe responder de forma rapida e intensa (>100 veces) a una
lesion o inflamacion, idealmente el nivel de respuesta debe ser proporcional a la cantidad

de tejido lesionado, sus valores deben decrecer rapidamente en respuesta al tratamiento,
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pero no deben reducirse si no se produce recuperacion. Ademas, una infeccion secundaria
0 una recidiva de la condicion inflamatoria deben resultar en un nuevo incremento.
Finalmente, no debe verse afectada por condiciones no inflamatorias, como estado

nutricional, ejercicio, manejo u otras formas de estrés leve.

El SAA posee muchas de estas caracteristicas, que propician su uso en la clinica
equina, frente a las APPs tradicionales, como es el FIB. Las concentraciones basales de
SAA son bajas en el caballo, de 0,5 a 20 mg/l (Jacobsen y Andersen, 2007; Coutinho da
Silva et al., 2013; Ludwig et al., 2016; Pihl et al., 2016; Westerman et al., 2016). Esta
reducida concentracion permite una buena interpretacién de su elevacion tras un estimulo
inflamatorio. Su vida media corta posibilita una monitorizacién segura tras una
intervencion terapéutica. Ademas, su determinacion secuencial puede utilizarse para el
manejo del paciente y para establecer un pronostico (Back et al., 2015; Pihl et al., 2015;
2016; Turlo et al., 2015; 2016; Westerman et al., 2016). Por todo ello, el SAA es la APPs

mas utilizada clinicamente en équidos en la actualidad.

Se ha analizado la influencia de diversos factores fisioldgicos como edad, sexo o
parto en las concentraciones de SAA en el caballo. No esta muy claro si esta APPs se ve
afectada por la edad. Nunokawa et al. (1993) demostraron que los niveles basales de SAA
en potros neonatos y en caballos de edad superior a los 8 afios eran ligeramente superiores
a los de otros grupos de edad. De igual modo, Paltrinieri et al. (2008) observaron que las
concentraciones de SAA se incrementaron en potros recién nacidos, desde el diaO al 3y
después se redujeron en el dia 7 de vida. Sin embargo, otros autores han descrito valores
muy bajos e incluso indetectables en potros neonatos (Chavatte et al., 1991; Stoneham et
al., 2001; Pollock et al., 2005). Parece ser que las fluctuaciones dependientes de la edad en

el SAA equino, si bien existentes, son irrelevantes desde un punto de vista practico.

Los niveles de SAA no parecen verse afectados de forma significativa por el sexo
(Nunokawa et al., 1993), ni tampoco por la gestacion, si bien existen pequefios incrementos
tras el parto, posiblemente debido al dafio tisular inflingido en el canal del parto durante la
expulsién del feto (Nunokawa et al., 1993). Estas pequefias variaciones no limitan su

utilidad para monitorizar procesos patologicos que se pueden producir durante la gestacion
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o tras el parto (Krakowski et al., 2011; Coutinho da Silva et al., 2013; Canisso et al., 2014).
En definitiva, las variaciones en SAA en funcion de la edad, sexo y condiciones fisioldgicas
son pequefias y clinicamente irrelevantes, pero desde un punto de vista investigador,

deberian ser consideradas (Jacobsen y Andersen, 2007).

Al ser el SAA una APPs mayor en el caballo, y debido a las caracteristicas ya
descritas previamente, su cuantificacién se ha aplicado en numerosas condiciones
patoldgicas. Asi, se ha demostrado un incremento en caballos con colico (Dondi et al.,
2015; Pihl et al., 2015, 2016; Westerman et al., 2016), en lesiones musculo-esqueléticas
diversas (Turlo et al., 2015; 2016), infecciones viricas y bacterianas del sistema respiratorio
(Hultén et al., 1999; Hobo et al., 2007; Back et al., 2015), laminitis (Menzies-Gow et al.,
2014), cirugias de urgencia y electivas, como castraciones (Jacobsen et al., 2005; 2009;
Daniel et al., 2016), y enfermedades articulares de diversas etiologias, sépticas y no
sépticas, en potros neonatos y en caballos adultos (Hultén et al., 2002; Hultén y Demmers,
2002; Jacobsen et al., 2006; Passamonti et al., 2015; Ludwig et al., 2016) como patologias

maés relevantes.

En cuanto a enfermedades de origen parasitario, se ha visto que las infecciones
repetidas por ciatostomas y Strongylus vulgaris en potros condicionan elevaciones
importantes de las concentraciones de SAA (Andersen et al., 2014) e igualmente se ha
caracterizado la respuesta inflamatoria al tratamiento antihelmintico en ponies con

ciatostomiasis (Nielsen et al., 2013).

En conocimiento de los autores, la respuesta inflamatoria y los cambios en las APPs
no se han analizado aun en caballos con Babesia caballi y/o Theileria equi. En perros con
babesiosis, si se ha medido la concentracidon de SAA, a pesar de que esta APPs no es una
proteina mayor en esta especie, en la que es mas Util la cuantificacion de la CRP. No
obstante, Matijatko et al. (2007) describieron que, de los 50 perros positivos a Babesia
canis, introducidos en su estudio, todos ellos tenian valores de SAA elevados el dia de la
admision. Ademas, las concentraciones de SAA se redujeron significativamente en

respuesta al tratamiento, lo cual coincide con el resultado obtenido por otros autores, como
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Martinez-Subiela et al. (2003) en perros con otras enfermedades parasitarias, como

leishmaniosis.

También se ha investigado la relacion entre la respuesta del SAA con otros
marcadores clasicos de un proceso inflamatorio, como FIB y nimero de glébulos blancos
(GB). Se ha descrito que el SAA es un indicador mas sensible de inflamacion y de lesion
tisular en el caballo que los dos anteriores marcadores (Chavatte et al., 1991; Nunokawa et
al., 1993; Hultén y Demmers, 2002; Jacobsen et al., 2005; Jacobsen, 2007; Jacobsen y
Andersen, 2007). Ademas, la correlacion entre SAA y estos biomarcadores de inflamacion
(GB y FIB) es reducida, tanto en inflamaciones asociadas a procesos infecciosos como no

infecciosos (Chavatte et al., 1991; Hultén y Demmers, 2002).

9.3.4.2. Proteina C reactiva

La proteina C reactiva (CRP) es una APPs moderada en el caballo, de modo que
sus concentraciones se incrementan varias veces desde los niveles basales tras un estimulo
inflamatorio (Takiguchi et al., 1990; Yamashita et al., 1991). El tiempo necesario para que

se eleven las concentraciones es de unos 3-5 dias tras el inicio de una inflamacion.

Con respecto a sus funciones bioldgicas, la CRP desempefia un papel esencial en la
proteccion frente a la infeccion, eliminacion del tejido dafiado, prevencion de la
autoinmunizacion y regulacién de la respuesta inflamatoria (Mold et al., 2002). Esta APPs
se une con numerosas bacterias patdégenas o antigenos intracelulares de las células
lesionadas, reconociendo por tanto las moléculas anémalas. Ademas, la CRP tiene otros
sitios de uniodn que activan la via del complemento, interaccionando con los receptores
especificos de las células fagociticas e induciendo la produccién de citokinas anti-
inflamatorias. Por tanto, conexiona la inmunidad innata no especifica con la inmunidad
adaptativa especifica (Du Clos y Mold, 2001; Pepys y Hirschfield, 2003). Otras funciones
de la CRP son la inhibicion de la quimiotaxis y del estallido respiratorio neutrofilico
(Mortensen y Zhong, 2000).
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En el caballo, se ha documentado un incremento de CRP en inflamaciones asépticas
inducidas por turpentina (Yamashita et al., 1991), en caballos adultos con neumonia,
enteritis y artritis (Takiguchi et al., 1990) y en laminitis inducida experimentalmente
(Fagliari et al., 1998). En nifios neonatos, se ha descrito una elevacion muy intensa, mas de
1000 veces sobre los niveles basales, en caso de sepsis, produciéndose dicho aumento en
un plazo de h (Hofer et al., 2012). Ademas, las concentraciones persisten elevadas hasta la
resolucion del proceso. Una vez que la sepsis cesa, el descenso es muy rapido, en unas 19
h (Pasternak et al., 2016; Patil et al., 2016). Por el contrario, las concentraciones de CRP
no han sido Utiles para diferenciar potros neonatos enfermos con y sin sepsis neonatal
(Zabrecky et al., 2015).

En casos de malaria humana no complicada, producida por el parésito Plasmodium
falciparum, que puede considerarse como una patologia protozoaria que cursa con sepsis,
de forma similar a la babesiosis canina (Jacobson et al., 2002), los estudios clinicos han
demostrado elevaciones de CRP (Graninger et al., 1992). Gillespie et al. (1991)
confirmaron que la medicion secuencial de CRP tiene valor predictivo en el curso clinico
del proceso. De forma similar, Matijatko et al (2007) encontraron una elevacion de CRP
en perros con babesiosis, descendiendo estos valores en un plazo de 1 a 8 dias en respuesta
al tratamiento. Los niveles de CRP fueron altos en perros con babesiosis no complicadas,
si bien fueron significativamente superiores en aquellos animales que tuvieron una

babesiosis con complicaciones (Matijatko et al., 2007).

9.3.4.3. Haptoglobina

La haptoglobina (Hp), glucoproteina compuesta de dos subunidades peptidicas, es
un constituyente de las a-globulinas, sintetizada en el higado (Murata et al., 2004; Pollock
et al., 2005). No obstante, la correlacion entre la Hp y las a-globulinas es reducida
(r=0,520), indicando que la Hp no es el tinico factor que influencia la concentracion de a-

globulinas en procesos inflamatorios en el caballo (Hultén et al., 2002).
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La principal funcidn bioldgica de la Hp es la unién con la HB libre en el plasma,
que es toxica y pro-inflamatoria (Wagener et al., 2001), reduciendo el dafio oxidativo
asociado a hemolisis, incluyendo la accion nefrotoxica sobre las células de los tubulos
renales (Yang et al., 2003). EI complejo conformado por la Hp-HB es reconocido a través
del CD163, un receptor de superficie especifico de los macrofagos (Schaer et al., 2002),
procediendo a su fagocitosis. Se han descrito numerosos efectos inmunomoduladores de
esta APP. Esta inmunomodulacion viene parcialmente mediada por la unién de la Hp a los
receptores CD11/CD18 de las células efectoras (EI-Ghmati et al., 1996). La Hp tiene un
efecto inhibitorio sobre la quimiotaxis de los granulocitos, la fagocitosis y su actividad
bactericida (Rossbacher et al., 1999). La Hp puede ademas, inhibir la proliferacion de las
células cebadas (EI-Ghmati et al., 2002), impidiendo la maduracién espontanea de las
células epidérmicas de Langerhans, que actdan en la presentacion de los antigenos en la
piel (Xie et al., 2000) o en la supresion de la proliferacion de células T (Baseler y Burrell,
1983; Murata y Miyamoto, 1993; Arredouani et al., 2003).

La edad parece influir en las concentraciones plasmaticas de Hp en el caballo. Asi,
la concentracion de Hp fue mayor en potros neonatos, permaneciendo elevada hasta los 12
meses de edad, descendiendo a partir de los 18 meses (Taira et al., 1992). Los niveles
sanguineos mas elevados en los potros neonatos se han atribuido al papel de la Hp en la
eliminacién de la HB libre producida por isoeritrolisis. De este modo, parece existir una
correlacion negativa entre las concentraciones de Hp y la edad (Pihl et al., 2015). Por otro
lado, Taira et al. (1992) describieron que las concentraciones de Hp en los machos son
ligeramente superiores a las hembras, al contrario de lo observado por Cywinska et al.
(2011) en caballos Pura Sangre Inglés en entrenamiento y por Pihl et al. (2015) en caballos
con colico. La gestacion y el parto no parecen afectar a las concentraciones sanguineas de
esta APP, ni en yeguas ni en burras (Aziz et al., 2012; Canisso et al., 2014).

Con respecto a su cinética, es una APP moderada en équidos, incrementandose mas
lentamente que el SAA y permaneciendo elevada durante al menos 72 h una vez concluido
el proceso inflamatorio (Pollock et al., 2005). En los Gltimos afios, se han llevado a cabo

diversas investigaciones sobre la utilidad diagnéstica y fundamentalmente prondstica de la
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Hp en varias enfermedades equinas. De este modo, la concentracion de Hp parece aumentar
en caballos con colico (Pihl et al., 2015). Sin embargo, algunos autores no encuentran
diferencias entre caballos con diversos tipos de colico (inflamatorios vs. quirdrgicos) en el
momento de la admision al hospital (Westerman et al., 2015). Por el contrario, en otras
investigaciones, no se han hallado diferencias en Hp entre caballos control y con célico
(Westerman et al., 2016) y la introduccion de este parametro junto a GB, otras APPs y otros
marcadores de inflamacion, no mejoré la prediccion del modelo disefiado para predecir
colicos quirurgicos (Pihl et al., 2016). Por otro lado, Dondi et al. (2015) describieron que,
los caballos con lesiones estrangulantes-isquémicas, mostraban niveles de Hp inferiores a
los caballos con otro tipo de cdlico, resultado que se atribuy6 a la existencia de hemolisis
o0 dafio muscular fibrilar, con liberacién de mioglobina. La concentracion de Hp también
se ha analizado en yeguas con patologias uterinas. Canisso et al. (2014) documentaron una
elevacion de las concentraciones séricas de Hp en yeguas tras la induccién experimental
de una placentitis, permaneciendo las concentraciones incrementadas hasta el momento del
aborto. Ademas, estos autores observaron que una gestacion sana, con un resultado exitoso,
no modifica las concentraciones de Hp. Por el contrario, la medicion de Hp en el liquido
del lavado uterino no es Util para el diagnostico de endometritis subclinica, sin encontrarse

correlacion con la biopsia uterina (Sikora et al., 2016).

La Hp también se ha analizado en caballos con patologias respiratorias, con
resultados diversos. Leclere et al. (2015) no encontraron valores superiores de Hp en
caballos con enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias (IAD, ‘inflammatory airway
disease’), en comparacion con caballos presentados por otras causas de pérdida de
funcionalidad. Estos resultados contrastan con los de Bullone et al. (2015), quienes
documentaron que los caballos con IAD tenian valores séricos de Hp superiores al grupo
control y ademas, la consideracion conjunta de esta APP, junto con la proteina surfactante
D, mostrd una especificidad y sensibilidad elevada para el diagndstico de este proceso
respiratorio. Algunos afios antes, Lavoie-Lamoreaux et al. (2012) habian publicado que,
las concentraciones de Hp en sangre eran superiores en todos los tiempos en caballos con
obstruccion de vias respiratorias (RAO, ‘recurrent airway disease’), sin sobreponerse en

ningln caso con los valores de los caballos sanos. En base a estos resultados, Lavoie-

109



Rocio Rodriguez Gonzalez-Miranda

Lamoreaux et al. (2012) concluyeron que, la Hp es un marcador tanto de inflamacién aguda

como cronica, mientras que la elevacion de SAA revela una inflamacién aguda.

En équidos, los ciatostomas y los estrongilos desencadenan una respuesta
inflamatoria de intensidad moderada, como se ha demostrado con el incremento medio que
experimenta la Hp (Andersen et al., 2014). Por otro lado, se produce un aumento leve en
respuesta a diversos tratamientos antihelminticos (oxibendazol, pirantel y moxidectina)
(Nielsen et al., 2013).

En perros con babesiosis, el comportamiento de la Hp es irregular. Ello se debe a
dos motivos. Por un lado, esta el efecto de la inflamacion, que produce un incremento
moderado de Hp (Martinez-Subiela et al., 2002; Ulutas et al., 2005; Matijatko et al., 2007)
y por otro lado, estd la influencia de la hemolisis, que reduce la concentracién de Hp
(Weidmeyer y Solter, 1996). Es importante en este contexto tener en cuenta que la Hp se
une a la HB libre, y el complejo resultado es eliminado por el sistema reticulo-endotelial,
resultando en un descenso de Hp sérica. Por tanto, la Hp en este tipo de patologias es el
resultado del equilibrio entre la sintesis y el aclaramiento de esta APP de la circulacion, en
asociacion con la magnitud de la inflamacion y de la hemdlisis (Ulutas et al., 2005). Por
tanto, la Hp no es un marcador laboratorial ideal para monitorizar enfermedades
inflamatorias que cursen con hemolisis. Un aspecto interesante a tener en cuenta es que la
administracion de dipropionato de imidocarb no resulta en un incremento de las

concentraciones de Hp, al menos en perros (Matijatko et al., 2007).

9.3.4.4. Fibrindgeno

El fibrindgeno (FIB) ha sido la APP utilizada habitualmente en la clinica equina,
debido a la facilidad y reducido coste econdémico de su medicién. Esta presente en
concentraciones medias en la sangre de caballos sanos, experimentando incrementos de 2-
4 veces en respuesta a un estimulo inflamatorio (Jacobsen y Andersen, 2007). El

procedimiento de determinacion mas usado es el método de precipitacion con calor, que es
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altamente insensible a pequefias modificaciones de su concentracion (<100mg/dl) (Allen 'y
Kold, 1988; Pollock et al., 2005; Borges et al., 2007). Ademas, el rango de variacion en
caballos sanos es muy amplio y tarda varios dias en incrementarse tras el inicio del proceso
inflamatorio, con un pico en unos 3-5 dias (Hultén et al., 2002; Borges et al., 2007;
Corradini et al., 2014; Daniel et al., 2016).

El FIB, ademés de ser una APP moderada, interviene en la hemostasis,
proporcionando un substrato para la formacion de fibrina, y para la recuperacion tisular,
favoreciendo la migracion de las células inflamatorias (Rubel et al., 2001). De forma
especifica, el FIB se une con las integrinas CD11/CD18 de la superficie celular de los
fagocitos migrados, desencadenando una cascada de sefiales intracelulares que dan lugar a
degranulacion, fagocitosis, citotoxicidad celular dependiente de la respuesta humoral y
retraso de la apoptosis (Rubel et al., 2001; Murata et al., 2004). La intervencion del FIB en
la cascada de la coagulacidén complica la interpretacion de sus concentraciones durante una
inflamacion. De este modo, los niveles pueden reducirse en caso de insuficiencia hepatica,
consumo exagerado, como ocurre en enfermedades que cursan con CID o con cambios en
la permeabilidad vascular, enmascarando por tanto, el incremento asociado al evento
inflamatorio (Andrews et al., 1994; Murata et al., 2004; Borges et al., 2007; Jacobsen,
2007; Corradini et al., 2014; Daniel et al., 2016).

Se ha descrito un incremento de las concentraciones de FIB en inflamaciones
inducidas por la administracion intramuscular de co-adyugante de Freund (Mills et al.,
1998), en artritis no infecciosas inducidas (Hultén et al., 2002) y en respuesta a cirugias
electivas, como castraciones, laringoplastias, estafilectomias y ovariectomias (Jacobsen et
al., 2005; 2009; Pollock et al., 2005). En estos estudios, se ha visto que el incremento en
los niveles sanguineos de FIB se produce en unas 36-72 h, descendiendo a partir de los 6
dias post-lesién. No obstante, tanto la intensidad de su elevacion como el momento en el
que se produce la reduccion dependen del tipo de cirugia y de la magnitud de la
inflamacion. De este modo, la cirugia 0sea para el tratamiento de quistes subcondrales no
produjo una elevacidn hasta los 6 dias post-cirugia (Allen y Kold, 1988). Ademas, en este

caso, las concentraciones perduraron altas durante los 15 dias tras la cirugia, posiblemente
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debido a un proceso inflamatorio persistente durante mas tiempo tras una cirugia dsea
(Allen y Kold, 1988). De hecho, Jacobsen et al. (2009) observaron que la respuesta del FIB
dependia de la gravedad de la causa de la cirugia, encontrando diferencias significativas en
caballos sometidos a tres tipos de intervenciones, artroscopias, correcciones de hemiplejia
laringea y celiotomias, siendo los niveles de FIB superiores en el tercer tipo de cirugia.
Ademas, Jacobsen et al. (2009) vieron que, los niveles de FIB post-cirugia dependian de
los valores previos a la cirugia, de modo que los caballos con concentraciones superiores
antes de la cirugia, también tenian méas FIB tras la misma. También documentaron que las
concentraciones de FIB no se ven afectadas por la edad del paciente, ni por la anestesia, si
bien este Gltimo aspecto ya habia sido descrito previamente por Allen y Kold (1988).

En potros neonatos criticos y con sepsis, una concentraciéon elevada de FIB se
asocio a un peor prondstico (Peek et al., 2006). De igual modo, la concentracién de FIB es
superior en caballos adultos con peor pronostico (mas elevado en caballos con inflamacion
sistémica y con mala resolucién, eutanasia o muerte) (Corradini et al., 2014). Si bien el FIB
es muy especifico para diagnosticar inflamacion, no permite distinguir entre procesos
agudos, subagudos y cronicos (Borges et al., 2007; Hooijberg et al., 2014). Por tanto, no se
han encontrado diferencias en los niveles de FIB entre caballos con inflamaciones de
diferente duracion, lo cual ha sido atribuido a la cinética del FIB, al tratarse de una APP de
evolucion lenta en respuesta a la inflamacion (Borges et al., 2007). Ademas, tampoco
permite diferenciar inflamaciones locales de sistémicas (Borges et al., 2007; Hooijberg et
al., 2014). Igualmente, las concentraciones de FIB no reflejaron de forma exacta la
inflamacion tras cirugias abdominales de urgencia en caballos (Daniel et al., 2016). En
todos estos estudios (Borges et al., 2007; Corradini et al., 2014; Hooijberg et al., 2014;
Daniel et al., 2016), la sensibilidad del FIB para el diagnostico de inflamacién en caballos
fue baja, si bien puede incrementarse al ser considerada de forma conjunta con otras APPs,
como el SAA, u otros marcadores de inflamacion, como el hierro. No obstante, la

especificidad del FIB es elevada como indicativo de inflamacion.

En caballos con infeccidn por estrongilos, pequefios y mayores, se ha observado

que, la respuesta inflamatoria es pronunciada en la mucosa del intestino grueso, también
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tras el tratamiento con antihelminticos, si bien las concentraciones sanguineas de FIB o0 no
varian significativamente (Steinbach et al., 2006) o lo hacen de forma muy leve (Nielsen

et al., 2014), reflejo de la reducida inflamacidn sistémica inducida por estos parasitos.

En perros con babesiosis, la hiperfibrinogemia es un hallazgo comun, tanto en casos
de babesiosis natural (Furlanello et al., 2005; Mathé et al., 2006; Matijatko et al., 2007;
Ruiz de Gopegui et al., 2007; Goddard et al., 2013; Rafaj et al., 2013) como experimental
(Schetters et al., 1997), llegando a encontrarse hasta en un 74% de los pacientes (Ruiz de
Gopegui et al., 2007). La hiperfibrinogenemia persiste hasta 3 dias después de iniciar la
terapia (Rafaj et al., 2013). No obstante, hay que tener en cuenta, que en casos de CID, se
puede producir un descenso significativo de los niveles de FIB en perros con babesiosis
(Ruiz de Gopegui et al., 2007).

9.3.4.5. Otros marcadores de inflamacién: leucograma e indicadores de metabolismo

férrico

Ademas de las modificaciones en las concentraciones de APPs, y también a
consecuencia de una APR, se producen diversos cambios hematoldgicos y bioquimicos.
Entre ellos, destacan las variaciones en el leucograma, que se utilizan frecuentemente como
marcadores de inflamacion. Debido a la funcion defensiva de los GB, cuando existe un
proceso inflamatorio, el nimero periférico de GB puede variar muy rapidamente (Kushner
1982; Koj 1989).

Durante una reaccién inflamatoria, iniciada por una amplia variedad de estimulos
exogenos y endogenos, los leucocitos migran a través de las paredes de los vasos
sanguineos hacia el tejido extravascular, donde ejercen gran variedad de funciones
bioldgicas. Estas células también pueden salir de la circulacién bajo condiciones
fisiolégicas, como parte de su funcion de vigilancia. En ambas migraciones, tanto

inflamatoria como homeostatica, algunas moléculas de adhesion y citokinas con funciones
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muy especificas, controlan la activacion y el influjo de estas células (Koj, 1996; Montoya
et al., 2003).

Este trafico caracteristico de los leucocitos se cumple en una cinética de pasos
sucesivos, que va desde el contacto inicial del leucocito con el endotelio vascular, hasta
alcanzar la matriz extracelular, proceso que requiere de una fina interaccion entre parejas
de moléculas de adhesidon expresadas en la superficie de los leucocitos, las células
endoteliales y la matriz extracelular (Montoya et al., 2003). Por ello, en una APR, el papel
de los leucocitos, y particularmente de los leucocitos polimorfonucleares neutréfilos
(NEU), plaquetas, linfocitos T, células endoteliales y fibroblastos no debe omitirse (Koj,
1996).

En la sangre circulante de mamiferos, existen cinco tipos diferentes de leucocitos:
NEU, polimorfonucleares eosindfilos (EOS), polimorfonucleares basofilos (BAS),
monocitos (MON) y linfocitos (LINF). En su tarea de defender al organismo frente a
diversos agentes, participan por un lado granulocitos y MON, y por otro LINF. Los
primeros fagocitan y destruyen los agentes infecciosos, mientras que los LINF fijan los
microorganismos y los destruyen mediante otros mecanismos como la produccion de
interleukinas (Tizard, 1987; Roitt et al., 1991).

Los NEU son los GB mas abundantes en mamiferos, constituyen entre el 60%y el
75% de los GB sanguineos en carnivoros y hombre, pero solo el 20%-30% en los rumiantes
(Tizard, 1987). Se encargan de la destruccion de las sustancias extrafias por fagocitosis,
pero para ello los NEU deben abandonar los vasos sanguineos por diapédesis, siendo
atraidos hacia el lugar por gradientes quimicos externos, mediante la quimiotaxis (Tizard,
1987; Roitt et al., 1991; Welles, 2010). Los EOS, también originados en la médula 6sea,
constituyen el 2-3% del nimero total de GB. Se ha demostrado que presentan quimiotaxis
por los tejidos que han liberado gran cantidad de histamina, y alli son capaces de neutralizar
los efectos inflamatorios de sustancias como histamina, serotonina y bradikinina, gracias a
la presencia de peroxidasa en el interior de sus granulos especificos. Son muy abundantes
en personas y animales que sufren procesos parasitarios (Tizard, 1987; Roitt et al., 1991;

Foster y Cunnigham, 2003; Welles, 2010). Los BAS, también originarios de la médula
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Osea, son los leucocitos menos abundantes en la sangre de équidos. Actlan
fundamentalmente como células secretoras, liberan sus contenidos en los tejidos en
presencia de complejos antigeno-anticuerpo y, como resultado de esta degranulacion,
aumenta la permeabilidad vascular, y se produce vasodilacion y quimiotaxis de EOS
(mecanismos muy importantes en el proceso inflamatorio) (Carrick y Begg, 2008; Welles,
2010). Los MON y macrdéfagos se originan bien desde las células del bazo, bien desde la
médula Osea. Hay que considerar el sistema monocito/ macr6fago como un sistema
fagocitario generalizado, que se encuentra repartido por todos los tejidos (Tizard, 1987;
Johnston, 1988; Roitt et al., 1991; Carrick y Begg, 2008; Welles, 2010).

Tras una respuesta celular inicial al estimulo inflamatorio, se produce un
incremento de NEU en la circulacion periférica, condicionando leucocitosis (West, 1989;
Welles, 2010). Los MON suelen llegar al sitio de la inflamacion unas 24-36 h después, tras
una migracion inicial de los macrofagos tisulares, que constituyen la primera linea de
defensa. Estos secretan interleukina I (IL-1), que hace que las células del endotelio vascular
desarrollen lugares de unién en la superficie de su membrana, aumentando de esta forma
las posibilidades de los NEU para unirse a ellas. La IL-1 es un factor iniciador de la APR
(Mills et al., 1998).

Durante el proceso inflamatorio, la médula 6sea produce cantidades superiores de
granulocitos y MON (Del Maestro, 1984; Boxer y Smolen, 1988; Welles, 2010). Este
aumento en la produccidn, que puede llegar a alcanzar hasta 50 veces el valor normal, esta
provocado principalmente por el factor de necrosis tumoral, TNF y la IL-1. Por tanto, esta
combinacion de TNF e IL-1, constituye un mecanismo de retroalimentacion, que comienza
en la inflamacion de los tejidos, continta con la formacién de los leucocitos defensivos y
elimina finalmente la causa de la inflamacion (Del Maestro, 1984; Roitt et al., 1991;
Carrick y Begg, 2008).

El diagnostico diferencial primario para una leucocitosis marcada incluye las
enfermedades infecciosas, neoplasicas e inmunomediadas (Lucroy y Madewell, 1999;
2001), mientras que las causas de la leucopenia incluyen una disminuciéon de la produccion

en meédula ésea 0 una infeccion peraguda. La evaluacion de los NFS para evidenciar
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cambios tdxicos puede ayudar a distinguir un proceso inflamatorio subyacente de otras

causas de leucocitosis.

Debido a la utilizacion clésica del leucograma en el diagnostico de procesos
inflamatorios en équidos, diversas investigaciones han evaluado la relacion de estos
marcadores con las APPs (Mills et al., 1998; Hultén y Demmers 2002; Jacobsen et al.,
2005). Esto es especialmente importante en el manejo de enfermedades de los potros recién
nacidos y potros jovenes. Hultén y Demmers (2002) realizaron un estudio con 25 potros
con debilidad neonatal, neumonia y diarrea, y vieron que la medicion de SAA podria ser
una ayuda en el diagnostico diferencial de los potros neonatales débiles, en aquellos que
presentaban como sintoma principal la diarrea. Ademas, las cuantificaciones seriadas del
SAA podrian afadir informacion en la monitorizacion del tratamiento en neumonias por

Rhodococcus equi, respondiendo méas rapidamente que los GB (Hultén y Demmers, 2002).

El hierro (Fe) es un bioelemento indispensable para los seres vivos y juega un papel
esencial en el metabolismo oxidativo, en el crecimiento, en la proliferacion celular y en el
transporte de oxigeno. En el organismo, el Fe se reparte en varios compartimentos: a) el
compartimento del llamado Fe funcional, que incluye la HB, la mioglobina, las enzimas
del hemo y otras enzimas no hemo, peroxidasas, catalasa, citocromo ¢ oxidasa,
deshidrogenasas y oxidasas (Malmstrém et al., 1970), b) el Fe de transporte, representado
por la transferrina y c) el Fe de almacenamiento, entre cuyos componentes se incluyen la
ferritina (FERR) y la hemosiderina. Ademas, existen otras proteinas como el receptor de la
transferrina, que regula la endocitosis del Fe por las células, y unas proteinas denominadas
IRP (“iron regulatory proteins’) que juegan un papel crucial en la sintesis de los diversos
elementos que intervienen en el metabolismo férrico (Arthur y Isbister, 1987; Brittenham
et al., 2000).

El Fe puede ser almacenado bajo dos formas moleculares diferentes: depositos de
FERR (18%) que almacenan Fe en una forma relativamente movilizable, y depositos de
hemosiderina (16%), que es una forma mas estable de acumulacion de reservas. La cinética
del Fe en el organismo es fundamentalmente conservativa, excretandose casi

exclusivamente la parte no absorbida en el intestino, en una cantidad diaria no superior a 1
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mg. Al igual que para la absorcion, los enterocitos también regulan la excrecion de Fe
(Kaneko, 1980; Smith, 1989).

El metabolismo del Fe en el organismo se puede ver alterado, bien por un
insuficiente consumo en la dieta, bien por la accion de diferentes procesos patoldgicos que
modifican los niveles normales de Fe, transferrina y FERR séricos. La valoracion del
estatus férrico en el animal, junto a la hematologia, es de gran ayuda en el diagndstico
diferencial de procesos anémicos tales como la anemia ferropénica, la anemia de tipo
inflamatorio o la anemia hemolitica. La correcta valoracion del estatus férrico debe incluir
la determinacion de los tres parametros anteriormente mencionados (Weeks et al., 1989;
Smith, 1992; Hyyppa et al., 2002; Assenza et al., 2016).

En perro, unos niveles bajos de Fe sérico no son diagndsticos por si mismos de un
estado deficiente, ya que pueden ser compatibles con procesos inflamatorios que
determinan una APR en el animal (Liste et al., 1995). La concentracion de transferrina,
determinada de forma indirecta a partir de la capacidad total de unién al hierro (TIBC,
‘total iron binding capacity’) puede disminuir en los estados inflamatorios, manteniéndose
dentro del rango de valores normales en la deficiencia de Fe en el perro (Smith, 1992;
McCown y Specht, 2011; Bohn, 2015), al contrario del descenso observado en seres
humanos (Andrews, 1999). La determinacion de FERR permite la distincion entre ambos
procesos, ya que sus niveles disminuyen en la situacion deficiente y tienden a elevarse
durante la fase inflamatoria, como reflejo del aumento de los depdésitos férricos en las
células del sistema reticuloendotelial (Smith y Cipriano, 1987; Weeks et al., 1989; Smith,
1992; Bohn, 2013; 2015; Chikazawa et al., 2013).

En caballos, se ha considerado que la disminucion en la concentracién sérica o
plasmatica de Fe podria ser un buen indicador de enfermedad inflamatoria aguda (Smith y
Cipriano, 1987; Jacobsen et al., 2005; 2009; Borges et al., 2007; Corradini et al., 2014). De
este modo, la concentracion de Fe descendio antes del inicio de la sintomatologia en un
modelo experimental de infeccidn por Streptococcus zooepidemicus, siendo inversamente
proporcional dicha reduccion a la intensidad de la sintomatologia (Varma et al., 1984). En

un estudio con ponies Shetland, la concentracion de Fe se redujo hasta un valor inferior al
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25% del grupo control a las 24 h del inicio de una inflamacion inducida por la
administracion IM de turpentine (Smith y Cipriano, 1987). Posteriormente, Jacobsen et al.
(2005) evaluaron las modificaciones en los marcadores de inflamacion tras una castracion
y observaron que los niveles sanguineos de SAA y de Fe reflejaban de forma exacta el
curso de la inflamacion. Por el contrario, estos autores también encontraron que, la
presencia de fiebre y la evolucion del namero de GB no eran Utiles en la monitorizacion de
la inflamacion post-castracion (Jacobsen et al., 2005). Estos mismos autores, evaluaron la
respuesta inflamatoria a cirugias electivas de diversa intensidad, y describieron que los
niveles de SAA y de Fe se modificaron con mayor rapidez que otros marcadores de
inflamacién. Un hallazgo importante en esta investigacion fue que, los valores de SAA y
de Fe tras la cirugia no eran dependientes de los valores previos a la misma. Sin embargo,
los caballos que tuvieron medias mas elevadas de leucocitos y de FIB antes de la cirugia
también mostraron valores superiores tras la cirugia, y en comparacion con los caballos

que partian de valores inferiores (Jacobsen et al., 2005).

Estos resultados coinciden con los resefiados por Borges et al. (2007), quienes
demostraron que una concentracion reducida de Fe en sangre es un biomarcador sensible
de inflamacidn sistémica en el caballo, independientemente de la duracion del proceso, y
permitiendo la discriminacion de caballos con inflamaciones locales. Estos autores
incluyeron en su estudio un total de 97 caballos con diversas patologias que cursaron con
inflamacién sistémica, 22 caballos con inflamacion localizada y 12 caballos clinicamente
sanos y sometidos a transporte. Las concentraciones séricas de Fe de los tres grupos fueron
de 64, 123 y 143 ug/dl, respectivamente. Una concentracion baja de Fe junto con valores
elevados de FIB, segun esta investigacion, son indicadores sensibles de inflamacion
sistémica, con una sensibilidad del 90 y 82% de forma respectiva. Ademas, se aprecio una
correlacion entre una reduccion progresiva de la concentracion sérica de Fe con un peor
prondstico durante la hospitalizacion (Borges et al., 2007). Estos resultados han sido
recientemente corroborados por Corradini et al. (2014), sobre un total de 135 caballos con
diversas patologias. Ademas, en esta Ultima publicacion se encontro que, los caballos que
sobrevivieron normalizaron sus concentraciones de Fe durante la hospitalizacion. Por el

contrario, aquellos animales que fallecieron o bien fueron eutanasiados, tuvieron
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concentraciones de Fe persistentemente bajas durante su hospitalizacién (Corradini et al.,
2014).

Del mismo modo, Hooijberg et al. (2014) evaluaron la sensibilidad de estos
marcadores de inflamacion en caballos con procesos inflamatorios de diversa duracion,
extension y causa, y hallaron que, la concentracion de SAA es el marcador mas fiable para
el diagnostico de inflamacién, mientras que el examen conjunto de SAA e Fe tuvo la

maxima sensibilidad para diferenciar entre inflamacion sistémica y localizada.

La concentracidn de Fe, en conocimiento de los autores, solo se ha evaluado en un
articulo, en perros con babesiosis, donde se encontraron niveles reducidos de Fe y de TIBC
(Furlanello et al., 2005).

Los procesos inflamatorios, incluyendo las infecciones y endotoxemias, se
acomparian de estos descensos de las concentraciones de Fe circulante como mecanismo
de resistencia no especifica a la agresion. Algunas observaciones sobre el intercambio de
Fe en inflamacion, sugieren que existe una disminucién de la absorcién digestiva de este
mineral, asi como una mayor captacion por parte de las células del sistema reticulo-
endotelial, causando un descenso de los niveles sanguineos (Baynes et al., 1986). Se cree
que esta respuesta es muy rapida tras el insulto inflamatorio, y viene mediada por un
péptido hepético, la hepcidina (Ganz, 2003; Means, 2004; Nemeth et al., 2004). La
inflamacion conduce a una elevacién de las concentraciones sistémicas de IL-6, que
estimula de forma directa a los hepatocitos, liberando hepcidina, que bloguea el canal de
eflujo de Fe de los macréfagos, desencadenando una hipoferremia de rapida instauracion
(Nemeth et al., 2004). Esta respuesta del hospedador es particularmente Gtil durante las
primeras fases de la inflamacién, antes de que intervengan otros componentes de la

inmunidad adaptativa e innata.
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9.3.5. Relacidn entre inflamacién y hemostasia. Alteraciones hemostaticas en procesos

inflamatorios

La hemostasia es un mecanismo de defensa del organismo que se activa tras haber
sufrido un traumatismo o lesién, previniendo la pérdida de sangre de los vasos sanguineos.
En el proceso hemostatico es conveniente distinguir tres fases: una fase vascular, una fase
plaquetaria y una fase plasmatica. La fase vascular y plaquetaria constituyen la hemostasia
primaria, en la que intervienen al menos dos factores presentes en el plasma, el factor von
Willebrand (VWF) y el FIB (Ranney y Rapaport 1990).

La hemostasia primaria concluye con la formacion de un trombo hemostatico como
resultado de la agregacion plaquetaria, facilitada por un proceso de vasoconstriccion del
vaso dafiado. La coagulacion permite la consolidacion del trombo plaquetario mediante la
intervencion de la trombina, que transforma el FIB en fibrina. La formacion de la trombina
es consecuencia de una cadena de reacciones en las que intervienen factores de la
coagulacion (Ranney y Rapaport 1990; Lassen y Swardson, 1995; Brooks, 2008; Epstein,
2014).

Debido a que la respuesta inflamatoria es inseparable del proceso de coagulacién,
los trastornos de la coagulacién a menudo se asocian con una enfermedad inflamatoria
grave. Normalmente, se mantiene un equilibrio entre coagulacion y fibrindlisis para
prevenir la hemorragia y la trombosis diseminada (Webster, 2002; Vincent y De Backer,
2005). Se sabe que la inflamacion afecta directamente a la coagulacion a través de tres
mecanismos principales: 1) activacion de la coagulacién, 2) regulacién negativa de los
anticoagulantes enddgenos, y 3) inhibicion de la fibrindlisis (Esmon et al., 1999; Levi y
Van Der Poll, 2005). La pérdida de la integridad estructural y funcional del endotelio
conduce a disfuncién endotelial, con reduccion de la capacidad endotelial de mantener la
hemostasis, resultando en activacion hemostéatica, inflamacion y vasoconstriccion (Sahni,
2007; Chen et al., 2011).

Las citokinas inflamatorias son mediadores fundamentales del sistema inmune, y

entre ellas, se ha demostrado que la IL-6 estimula la produccion de plaquetas (Peng et al.,
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1996; Burstein, 1997). Las plaquetas producidas en respuesta a la inflamacién son mas
trombogénicas y con una mayor sensibilidad a los agonistas plaquetarios (Peng et al., 1996;
Burstein, 1997). Las endotoxinas bacterianas, el tromboxano A2, el factor activador de
plaquetas y la catepsina G (una enzima liberada por neutréfilos) actian como activadores
plaquetarios (Selak et al., 1988; Saluk-Juszczak et al., 1999; Zimmerman et al., 2002).

La inflamacidn inducida por la activacion plaquetaria puede perpetuar la respuesta
inflamatoria por dos medios. En primer lugar, las plaquetas activadas se agregan para
proporcionar la superficie de fosfolipido cargada negativamente necesaria para que se
produzca la hemostasia secundaria, cuyo resultado final es la formacién de trombina. La
trombina se considera tradicionalmente como el catalizador para la conversion del FIB en
fibrina. La trombina modula el sistema inflamatorio a través de la unién a un grupo
especifico de receptores de superficie celular conocidos como receptores activados por
proteasa (Levi y Van Der Poll, 2005). En segundo lugar, las plaquetas activadas
interaccionan con las células endoteliales subyacentes para estimular la adhesion y el
reclutamiento de leucocitos inflamatorios (Dugina et al., 2002). Las plaquetas activadas
pueden sintetizar IL-1p, que actla sobre las células endoteliales para mejorar sus

propiedades adhesivas (Lindeman et al., 2001).

En la coagulacion inducida por la inflamacion también interviene el factor tisular.
Un estado procoagulante neto se produce ademas, por el funcionamiento deteriorado de los
mecanismos anticoagulantes, entre los que se encuentra el sistema de proteina C. Los
receptores activados por proteasa (PARs) forman el enlace molecular entre coagulacién e
inflamacién. EI PAR1 media tanto los efectos celulares perjudiciales (inducidos por la
trombina) como protectores (inducidos por la proteina C activada). La proteina C activada
protege contra la mortalidad en endotoxemia experimental y sepsis por efectos que
dependen de PAR1, no en las propiedades anticoagulantes de esta proteina (Van Der Poll
etal., 2011).

La inflamacion y la coagulacion constituyen dos sistemas de defensa del huésped
con funciones complementarias en la eliminacion de patdégenos invasores, limitando el

dafo tisular y restaurando la homeostasis. Existe una estrecha correlacion entre ambos
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sistemas, por lo que la inflamacion conduce a la activacion de la coagulacion, y la
coagulaciéon afecta considerablemente la actividad inflamatoria (O Brien, 2012). La
infeccion conduce a la produccion de citokinas proinflamatorias que, a su vez, estimulan
la produccion de factor tisular. La activacion del sistema de coagulacién y la consiguiente
generacion de trombina dependen de la expresion del factor tisular. Por el contrario, las
proteasas de coagulacion activadas pueden afectar a receptores especificos en células
inflamatorias y células endoteliales y, de este modo, modulan la respuesta inflamatoria. La
activacion de la coagulacién con la regulacion simultanea de los mecanismos
anticoagulantes endoteliales y fibrindlisis enddgena caracteriza la fisiopatologia de la
sepsis (Cheng et al., 2011; O Brien, 2012).

En la actualidad existen pruebas de laboratorio que evaltan especificamente las vias
extrinseca e intrinseca de la coagulacién sanguinea. Estas pruebas son el tiempo de
protrombina (TPT) y el tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT), con una amplia
utilidad en medicina veterinaria para el diagndstico de alteraciones de la coagulacién
(Brooks, 2008; Epstein, 2014).

El tiempo de protrombina (TPT) proporciona informaciéon sobre el factor extrinseco
(factor tisular) y las vias de coagulacion comunes. Unos valores TPT prolongados indican
una posible deficiencia de los factores Il, V, VII, o X o de FIB (Taylor, 2003; Greaves,
2004; Brooks, 2008; Epstein, 2014). La medicién del TPT se lleva a cabo con frecuencia
para detectar trastornos de coagulacion adquiridos, incluyendo deficiencia o antagonismo
del factor vitamina K, enfermedad hepatica y CID (Chee y Greaves, 2003; Brooks, 2008;
Epstein, 2014).

El tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT) evalta las deficiencias e
inhibicidn de las vias intrinseca (activacidn por contacto) y comdn de la coagulacion. Los
valores prolongados de este parametro indican una posible deficiencia de factores I, V,
VI, IX, X, Xl o XII, prekalicreina, quinindgeno de alto peso molecular (HMWK) o FIB
(Taylor, 2003; Greaves 2004; Brooks, 2008; Epstein et al., 2013; Epstein, 2014).
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En caballos, se han publicado diversos estudios que relacionan las alteraciones de
los parametros hemostaticos con la inflamacion, fundamentalmente en caballos con
patologias gastrointestinales (Epstein et al., 2013; Cesarini et al., 2014), endotoxemia
(McGovern et al., 2013) o en potros sépticos (Dallap Schaer et al., 2009; Méndez-Angulo
et al., 2011). En conocimiento de los autores, no se han evaluado las variaciones
hemostéaticas en caballos con infecciones por Theileria equi o Babesia caballi. Sin

embargo, si existe informacion en perros afectados por Babesia canis.

En la babesiosis canina se ha visto que, la disfuncién endotelial, la interaccion de
las células sanguineas con el endotelio y la activacion de la cascada de la coagulacion
secundaria a una respuesta inflamatoria aguda conllevan a trastornos de la hemostasia, que
contribuyen a la patogénesis del proceso. Los efectos vasculares podrian ser un mecanismo
fisiopatolégico importante en esta patologia (Rafaj et al., 2009; 2013). Rafaj et al. (2009),
sin embargo, no hallaron diferencias en (TPT) ni en aPTT en perros con babesiosis en
comparacion con un grupo control, lo cual no coincide con lo resefiado previamente por
Schetters et al. (1997), quienes documentaron una elongacion del aPTT en el momento en
el que se aprecio parasitemia. Por el contrario, Rafaj et al. (2009), detectaron un descenso
de aPTT, circunstancia que en seres humanos, se vincula a un riesgo incrementado de
desdrdenes tromboticos y mortalidad (Ten Boekel et al., 2007). Posteriormente, Rafaj et
al. (2013) describieron que, durante la babesiosis en perros, se induce un estado pro-
inflamatorio, que induce disfuncién endotelial y actividad hemostatica incrementada.
Ademas, estos autores concluyeron que, aungue es claramente beneficioso para el parésito,
las células rojas secuestradas, pueden obstruir el flujo sanguineo en los pequefios capilares,
circunstancia que al promover un estado inflamatorio, incrementa aiin mas la severidad de

la enfermedad.

También en perros con babesiosis, Ruiz de Gopegui et al. (2011) documentaron
alteraciones en el perfil hemostatico, involucrando a la hemostasis primaria
(trombocitopenia), a la coagulacion secundaria (incremento de los tiempos de aPTT, TPT
y tiempo de trombina, TT), a la concentracion de FIB y a la fibrindlisis (elevacion de la

concentracion de D-dimeros). Los mecanismos de accion propuestos por estos autores
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fueron una APR, con activacion de la coagulacion y una lesion endotelial, derivada de la
hemolisis y de la interaccion de los eritrocitos parasitados con la pared del vaso sanguineo
(Ruiz de Gopegui et al., 2011).
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9.4. MATERIAL Y METODOS

9.4.1. Caballos

En este estudio se han incluido 33 caballos Pura Raza Espafiola (PRE),
pertenecientes a una misma ganaderia, divididos en dos grupos (caballos positivos a
Theileria equi, con sintomatologia asociada al parésito, n = 23; y controles, n = 10). La
finca se encuentra ubicada en Cordoba, en el sur de Espafia, donde existe una alta

prevalencia de piroplasmosis equina (Garcia-Bocanegra et al., 2013).

Los criterios de seleccion de los caballos enfermos para ser incluidos en el estudio
fueron los siguientes: 1) tener signos clinicos compatibles con piroplasmosis (De Waal,
1992; Camacho et al., 2005); 2) que la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fuera
positiva para Theileria equi; 3) ser PCR negativo a Anaplasma phagocytophilum y Babesia
caballi. La técnica de PCR de theileriosis se hizo seguln el procedimiento descrito por Kim
et al., (2008).

Los 23 caballos enfermos (grupo T, Theileria), se subdividieron en dos grupos. El
grupo A (grupo T-A) estuvo formado por 16 yeguas que se mantuvieron en pastoreo (edad
media: 8,50+4,50 afios) y el grupo T-B estuvo integrado por 7 machos que estaban
estabulados (edad media: 4,71+1,11 afios). La diferente edad de ambos grupos se relaciond
con el tipo de actividad que estaban llevando a cabo. Las hembras eran utilizadas para la
reproduccion y los machos para la cria (sementales; n = 2) y para la doma (n = 5), en

entrenamiento activo en el momento del estudio.

En relacion a los caballos del grupo control (C), también se dividieron en dos
grupos: control C-A, formado por 5 hembras en pastoreo (edad media: 6,32+2,32 afios) y
control C-B constituido por 5 machos mantenidos en estabulacion y también en
entrenamiento (edad media: 6,43+1,24 afios). Los criterios seguidos para seleccionar los
caballos del grupo control fueron los siguientes: 1) ausencia de signos clinicos de
enfermedad; 2) la PCR fue realizada en 7 de los 10 caballos y fueron negativos para
Theileria equi, Babesia caballi, Anaplasma phagocytophilum.
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Para controlar las garrapatas, las hembras en pastoreo fueron pulverizadas con
cipermetrina® cuando se observaron garrapatas y se usaron compuestos fendlicos? para las
cuadras de los machos estabulados. Los caballos enfermos (grupos T-A y T-B) fueron
tratados con dipropionato de imidocarb® a dosis de 4,0 mg/Kg IM, cada 72 h en un total de
4-5 tratamientos y oxitetraciclina IV, cada 12 h, 6,6 mg/kg, durante 5-7 dias. Se realizaron

los exdmenes clinicos y se tomaron las muestras de sangre antes de iniciar el tratamiento.

9.4.2. Examen clinico

Se realizd el examen clinico en todos los animales, tantos en el grupo T como en el
C. Se midieron los siguientes parametros: frecuencia cardiaca (FC, latidos/minuto,
lat/min), frecuencia respiratoria (FR, respiraciones/min, resp/min) y temperatura rectal
(TR, °C). Ademas, se registro la presencia o ausencia de los siguientes signos clinicos:
depresion, anorexia o cambios en el apetito, edema, mucosas anémicas, ictericia,
hemorragias petequiales, quemosis, resistencia a moverse, colico, hemoglobinuria y otros
signos clinicos (aborto, fatiga o intolerancia al ejercicio, pérdida de peso o pérdida de la
condicion corporal...). Los exdmenes clinicos se hicieron en el momento del diagnéstico

clinico, siempre antes del tratamiento y por el mismo clinico (R.R.G-M.).

9.4.3. Obtencién y procesamiento de las muestras sanguineas

Se tomaron muestras de sangre de la vena yugular, la cual fue introducida en tubos
con EDTA* heparina, citrato y tubos sin anticoagulante. Los tubos con EDTA se utilizaron
para el examen hematoldgico y para la medicion de proteinas plasmaticas totales (PPT) y
los tubos de heparina para la determinacion del fibrindgeno (FIB). Los tubos con citrato se

emplearon para medir el tiempo de protrombina (TPT) y el tiempo parcial de

! Barricade®, Zoetis AR

2 Zotal®

% Imizol®, Shering-Plough
4 Tubos Tapval®
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tromboplastina activada (aPTT). Los tubos sin anticoagulante se utilizaron para las
determinaciones bioquimicas séricas y para la concentracion de los marcadores de

inflamacion, con excepcién de FIB.

Unos 20-30 min tras la extraccion de sangre, se procedio a la centrifugacion de los
tubos sin anticoagulante, para obtener suero, el cual fue transvasado e introducido en un
tubo. Este tubo, asi como los tubos con EDTA, heparina y citrato, se protegieron de la luz
y se mantuvieron y transportaron refrigerados hasta el laboratorio. Los pardmetros
hematoldgicos, bioquimicos sanguineos y las pruebas de coagulacion sanguinea se
midieron dentro de las 6-8 h tras la extraccion sanguinea. Las muestras de suero para las

concentraciones de APPs fueron congeladas a -80°C hasta su posterior analisis.

9.4.4. Parametros hematoldgicos

En sangre con EDTA, se midieron los siguientes parametros: nimero de glébulos
rojos (GR), concentracion de hemoglobina (HB), valor hematécrito (HTO), volumen
corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM), concentracion de
hemoglobina corpuscular media (CHCM), nimero total de glébulos blancos (GB), niUmero
de neutrofilos (NEU), linfocitos (LINF), monocitos (MON), eosinofilos (EOS) y plaquetas
(PLT). Para ello se empleé un analizador automatico basado en citometria de flujo laser®.
La concentracion de proteinas plasmaticas totales (PPT) se midié con refractometria de

inversion®.

9.4.5. Parametros bioquimicos sericos

Se han cuantificado las concentraciones séricas de bilirrubina total (BIL), glucosa
(GLU), urea (BUN), creatinina (CREAT), albumina (ALB), calcio (Ca), fosforo (P) y

SAnalizador hematoldgico LaserCyte, Idexx Laboratories Inc, Westhrook, Maine, USA
®Refractémetro Atago, Tokyo, Japon
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magnesio (Mg) y las actividades de las enzimas creatinin kinasa (CK), aspartato
aminotransferasa (AST), lactato deshidrogenasa (LDH), fosfatasa alcalina (ALP) y y-
glutamil transferasa (GGT) mediante espectrofotometria’, utilizando reactivos

especificos®.

9.4.6. Perfil hemostatico

En plasma citratado se midié el tiempo de protrombina (TPT) y el tiempo de
tromboplastina parcial activada (aPTT), mediante un coagulémetro®. La determinacion del
TPT se basd en el uso de tromboplastina de calcio para cuantificar el tiempo de coagulacion
del paciente, en comparacion con un estandar'®. La prueba de medicion de aPTT comenz6
con la adicién de cefalina y suspension de caolin, como activadores. Tras un periodo de
incubacion de las muestras de 3 minutos de duracion, se procedio a la medicién de los
factores de coagulacion XIl y XI. A continuacién y mediante la adicion de cloruro de
calcio, se activo el sistema intrinseco de coagulacion, dando lugar a la formacion de fibrina.
Se midi6 el tiempo entre la adicion de cloruro de calcio y la formacion de un coagulo de

fibrina.

9.4.7. Proteinas de fase aguda y metabolismo férrico

Las concentraciones séricas de amiloide A (SAA) en suero se determinaron por un
método inmunoturbidimétrico, previamente validado para caballos*! (Jacobsen et al., 2006
a,b). La proteina C reactiva (CRP) y la haptoglobina (Hp) se midieron mediante técnicas
ELISA'?, La capacidad libre (o latente) de transporte del hierro (UIBC, ‘unsaturated iron

binding capacity’) y la concentracion sérica de hierro (Fe) se cuantificaron mediante un

7 Biosystems, modelo A-15, Barcelona, Espafia

8Reactivos Biosystems, Barcelona, Espafia

°Coagulémetro Ameling KC-1A, Laboratorio Grifols, Barcelona, Espafia
ONeoplastine Ci Plus, Laboratorios Roche, Madrid, Espafia

11 SAA Eiken Chemical Co., Tokyo, Japén

2Tridelta Development LTD, Maynooth, Leinster, Irlanda
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analizador automatico®, utilizando kits comerciales. Las concentraciones de FIB se
midieron con el método de precipitacion de calor (Tamzali et al., 2001). Para ello, se
llenaron de sangre con heparina dos tubos de microhematocrito, los cuales fueron
centrifugados durante 5 min en una microcentrifugal* En uno de ellos, se midio la
concentracion de PPT mediante refractometria®®. El segundo tubo de microhematdcrito se
calent6 a 57°C durante 3 min, y al cabo de este tiempo, se midieron las PPT. La diferencia

de medicidn entre ambos tubos, represento la concentracion de FIB X100.

Todos los analisis demostraron unos limites de imprecision inferiores a 5%.

9.4.8. Andlisis estadistico

En primer lugar, se comprob6 la normalidad de las variables estudiadas mediante
una prueba de Shapiro. Muchos de los parametros determinados, no se ajustaron a una
distribucion normal (en el grupo T, Theileria: HB, MON, NEU, Mg, CK, ALP, PPT, aPPT,
CRP y SAA; en el grupo C, control: FR, LINF, P, SAA y FIB). Por ello, los datos se
presentan como medianas y percentiles (25-75%). Ademas, las diferencias entre grupos se

han evaluado mediante tests no paramétricos.

De este modo, las diferencias entre los dos grupos control (C-A y C-B), se
evaluaron mediante un test de Mann- Whitney. En aquellos casos en los cuales no se
encontraron diferencias en ambos subgrupos, todos los datos se procesaron de forma
conjunta, considerando un Unico grupo control. De igual modo, las diferencias entre los
grupos C y T, asi como entre los dos subgrupos del grupo T (T-A y T-B) se analizaron

mediante un test de Mann-Whitney.

Las correlaciones entre los parametros clinicos y laboratoriales en los caballos del

grupo T se determinaron mediante una prueba de correlacion por rangos de Spearman.

130lympus Chemistry Analyzer, Olympus
4 Microcentrifuga Orto Alresa Biocen 22
5Refractdmetro Atago, Tokyo, Japon
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Se detectaron tres yeguas, pertenecientes al grupo T-A con los valores méas elevados
de tres APPs (SAA, Hp y FIB). Las caracteristicas clinicas y laboratoriales de estos tres
animales se compararon con el resto de animales provenientes del grupo T-A mediante un
test de Mann-Whitney.

El nivel de significacidn se fijé a nivel de p<0,05. El analisis estadistico se llevo a

cabo mediante dos programas especificos®® 7,

16Statistica for Windows v. 9.0
17 Statgraphics Centurion X V1.1 for windows
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9.5. RESULTADOS

9.5.1. Examen clinico

Los porcentajes de los caballos de los grupos A y B con los diferentes signos

clinicos se presentan en la tabla 1.

TABLA 1. Porcentajes de sintomas observados en caballos PRE positivos a Theileria

equi (grupo T-A, hembras en pastoreo; grupo T-B, machos en estabulacion)

Sintomas clinicos Grupo T-A (n=16) Grupo T-B (n=7)
Depresion 50% (8/16) 57,14% (4/7)
Anorexia 0 cambios de apetito 93,75 % (15/16) 28,57% (2/7)
Edema en los miembros 18,75% (3/16) 42,86% (3/7)
Edema en la parte ventral del 18,75% (3/16) 14,29% (1/7)
torax o abdomen
Mucosas palidas 81,25% (13/16) 42,86% (3/7)
Ictericia 50% (8/16) 14,29% (1/7)
Quemosis 18,75% (3/16) 0% (0/7)
Petequias 0% (0/16) 0% (0/7)
Reluctancia al movimiento 6,25% (1/16) 0% (0/7)
Decubito 0% (0/16) 0% (0/7)
Otros sintomas clinicos
Pérdida de peso 18,75% (3/16) 14,29% (1/7)
Pérdida de rendimiento- 71,43% (5/7)

incapacidad para entrenamiento

Los signos clinicos mas comunes que se encontraron en el grupo T-A fueron
anorexia o cambios de apetito y mucosas palidas, seguidas por ictericia y depresion. En el
grupo T-B, los dos signos clinicos predominantes fueron pérdida de rendimiento e

incapacidad para entrenar y depresion.
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Los datos de la exploracion clinica se recogen en la tabla 2. No se han encontrado
diferencias entre los grupos C-A y C-B, por lo que se han presentado los datos conjuntos

para este grupo.

TABLA 2. Pardmetros clinicos en caballos PRE positivos a Theileria equi (grupo T-A,
hembras en pastoreo; grupo T-B, machos en estabulacion; Grupo C, control)
(TR, temperatura rectal; FC, frecuencia cardiaca; FR, frecuencia respiratoria)

C: diferencias con el grupo control, p<0,05.

Parametroy Grupo T-A (n=16) Grupo T-B (n=7) Grupo C (n=10)
unidad

TR (°C) 37,6 (37,5-37,8) 37,4 (37,3-37,7) 37,30 (37,2-37,4)
FC (lat/min) 40,5 (39,0-41,0) 40,0 (40,0-42,0) 40,0 (38,0-40,0)
FR (resp/min) 20,5(19,0-21,00C  19,0(18,0-20,0)0C 14,0 (12,0-16,0)

Ninguno de los caballos tenia fiebre en el momento del examen clinico. Se encontrd

que caballos T-A y T-B tenian valores superiores de FR que los controles.

9.5.2. Analisis hematoldgico

No se han detectado diferencias entre los grupos C-A y C-B en ninguno de los
parametros hematologicos, por lo que se muestran los valores conjuntos para todos los
animales de dichos grupos. Los resultados del eritrograma se presentan en la tabla 3. En
comparacion con el grupo C, los caballos del grupo T-A, tuvieron valores
significativamente inferiores de GR, HB y HTO vy superiores de VCM, HCM y CHCM.
Por otro lado, los caballos del grupo T-B presentaron un HTO inferior al grupo control.
Las Unicas diferencias entre los grupos T-A y T-B fueron los valores inferiores de HTO y

superiores de HCM en el grupo T-A (Tabla 3).
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TABLA 3. Parametros eritrocitarios en caballos PRE positivos a Theileria equi (grupo
T-A, hembras en pastoreo; grupo T-B, machos en estabulacion; Grupo C, control)
(GR, globulos rojos; HB, concentracion de hemoglobina; HTO, valor hematocrito; VCM,
volumen corpuscular medio; HCM, hemoglobina corpuscular media; CHCM,
concentracion de hemoglobina corpuscular media).

Las letras indican diferencias entre grupos, p<0,05.

Parametroy Grupo T-A (n=16) Grupo T-B (n=7) Grupo C (n=10)
unidad

GR (10%/pl) 7,46 (6,28-7,90) C 8,28 (7,59-8,39) 8,76 (8,05-9,80)

HB (g/dl) 11,9 (11,7-12,3) C 12,8 (12,3-13,4) 12,9 (12,4-15,3)

HTO (%) 32,9 (31,5-33,0) BC 36,7 (35,9-37,7) C 43,4 (39,9-44,8)

VCM (fl) 51,6 (49,7-53,0) C 47,6 (46,1-49,4) 47,0 (45,5-49,4)

HCM (g/dI) 17,7 (16,7-18,8) BC 15,5 (15,3-16,3) 15,5 (13,0-15,8)

CHCM (%) 34,1 (32,8-35,6) C 33,2 (32,1-34,1) 32,4 (31,5-32,9)

En la tabla 4 se recopilan los datos correspondientes al leucograma, considerando
un solo grupo control, al no hallar diferencias significativas entre grupos C-A y C-B. Los
caballos del grupo T-B tuvieron un namero superior de LINF en comparacién con los otros
dos grupos, T-A y C. No se detectaron diferencias entre grupos en los siguientes
parametros: GB, NEU, MON y EOS.
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TABLA 4. Pardmetros leucocitarios en caballos PRE positivos a Theileria equi (grupo
T-A, hembras en pastoreo; grupo T-B, machos en estabulacion; Grupo C, control)
(GB, globulos blancos; NEU, neutrdfilos, LINF, linfocitos; MON, monocitos; EOS,
eosinofilos)

Las letras indican diferencias entre grupos, p<0,05.

Parametro y Grupo T-A (n=16) Grupo T-B (n=7) Grupo C (n=10)
unidad

GB (10%/pl) 9,33 (8,06-11,3) 10,42 (8,7-13,80) 8,15 (6,8-9,4)
NEU (10%/pl) 4,56 (3,86-5,73) 4,30 (3,31-5,88) 4,17 (3,78-5,25)
LINF (10%/pl) 2,98 (2,34-4,09) B 5,55 (3,20-6,37) C 2,05 (1,93-2,58)
MON (10%/pl) 0,54 (0,48-0,66) 0,57 (0,52-0,73) 0,48 (0,39-0,67)
EQOS (10%/ul) 0,77 (0,56-0,93) 0,65 (0,46-0,72) 0,62 (0,40-0,89)

9.5.3. Analisis bioquimico

En la tabla 5 se recogen las diferencias entre grupos para los parametros
bioquimicos, poniendo un Unico grupo control, al no haberse detectado diferencias
significativas entre los grupos C-A y C-B. Los caballos del grupo T-A tuvieron valores
superiores de BIL en comparacion con los otros 2 grupos y niveles inferiores de AST en
comparacion con el grupo C. Los caballos del grupo T-B presentaron datos
significativamente superiores de CREAT y LDH frente al grupo C. Finalmente, en cuanto
a la diferencia entre los grupos de caballos positivos a Theileria equi, se han encontrado
diferencias en BIL (valores superiores en el grupo T-A) y en CREAT (valores superiores
en el grupo T-B) (Tabla 5).
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TABLA 5. Parametros bioquimicos séricos en caballos PRE positivos a Theileria equi

(grupo T-A, hembras en pastoreo; grupo T-B, machos en estabulacion; Grupo C,

control)

(BIL, bilirrubina total; GLU, glucosa; BUN, nitrogeno ureico en sangre; CREAT,

creatinina; PPT, proteinas plasmaéticas totales; ALB, albumina; Ca, calcio; P, fésforo; Mg,

magnesio;

CK, creatin kinasa; AST, aspartato aminotransferasa; LDH,

lactato

deshidrogenasa; ALP, fosfatasa alcalina; GGT, y-glutamil transferasa)

Las letras indican diferencias entre grupos, p<0,05.

Pardmetroy

Grupo T-A (n=16)

Grupo T-B (n=7)

Grupo C (n=10)

unidad

BIL (mg/dl) 3,0 (2,35-3,25) B,C 1,4 (1,1-2,2) 1,1(1,0-1,2)
GLU (mg/dl) 102,5 (95-118,5) 121,0 (112-123) 103,5 (102-105)
BUN (mg/dl) 33,0 (30-43,5) 35,0 (31-39) 34,0 (33,0-36,0)
CREAT (mg/dl) 1,35(1,15-1,55) B 2,0(1,7-2,2) C 1,2 (1,1-1,3)
PPT (g/dl) 6,95 (6,6-7,2) 7,2 (6,6-7,4) 6,85 (6,5-7,0)
ALB (g/dl) 3,1 (3,0-3,15) 3,3(3,2-3,5) 3,1(2,9-3,4)
Ca (mg/dl) 12,8 (11,7-13,7) 11,8 (11,0-12,3) 12,2 (10,5-13,2)
P (mg/dl) 3,2(2,9-38) C 3,0 (2,0-3,3) 2,25 (2,1-2,9)
Mg (mg/dl) 2,15 (1,85-2,45) 2,4 (2,0-2,8) 2,65 (2,2-3,0)
CK (UINn) 201,5 (174-223) 229,0 (205-254) 254,5 (220-314)
AST (Ul 220 (186,5-242,5) C 256 (247-265) 266 (249-284)
LDH (UI/N) 1001 (907,5-1088,5) 1072 (1018-1229) C  798,5 (701-975)
ALP (UI/) 186,0 (155,0-227,5) 185 (136-209) 211,5 (150-262)
GGT (Ul/N) 12,5 (9,1-16,0) 13 (9-13) 11,5 (10-14)

9.5.4. Perfil de coagulacion

En la tabla 6 se recopilan los tres parametros del perfil de coagulacion. De igual
modo que en los parametros anteriormente presentados, no han existido diferencias

significativas entre los dos grupos control. Por otro lado, el TPT fue significativamente
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superior en el grupo T-A que en el C. Se ha visto que, los caballos del grupo T-B tuvieron
valores muy bajos de PLT, inferiores a los otros grupos y a los valores de referencia para
la especie equina (Lassen y Swardson, 1995; Mufioz et al., 2012). Ademas, el grupo T-A

mostrd datos inferiores de PLT en comparacion con el grupo control.

TABLA 6. Perfil de coagulacion en caballos PRE positivos a Theileria equi (grupo T-
A, hembras en pastoreo; grupo T-B, machos en estabulacion; Grupo C, control)
(PLT, plaquetas; TPT, tiempo de protrombina; aPTT, tiempo de tromboplastina parcial
activada)

Las letras indican diferencias entre grupos, p<0,05.

Parametroy Grupo T-A (n=16) Grupo T-B (n=7) Grupo C (n=10)
unidad

PLT (10%/pl) 136,5 (114,5-160,0) BC 87,0 (72,0-113,0)C  184,5 (153,0-192,0)
TPT (s) 11,2 (10,5-11,9) C 10,4 (9,7-10,9) 9,40 (8,9-9,9)
aPTT (s) 46,1 (43,2-49,1) 43,4 (42,9-48,8) 47,2 (45,1-49,4)

9.5.5. Proteinas de fase aguda y otros marcadores de inflamacion

No se han encontrado diferencias significativas entre los grupos C-A y C-B, por lo
que todos los datos del grupo control se presentan de forma conjunta. En las tablas 7 a la
13 se muestran las medianas y percentiles de las concentraciones de las proteinas de fase
aguda y marcadores de inflamacion. Debido a que se ha encontrado una gran variabilidad
interindividual, ademas se presentan los valores maximos y minimos para cada uno de los

parametros.

Aungue no existieron diferencias significativas en la concentracion de SSA, se
puede apreciar que los valores maximos en el grupo A son muy elevados, llegando hasta
los 308 mg/dl. Sin embargo, en los otros animales de los grupos T-B y C, los valores
maximos fueron de 0,480 mg/dl y 0,60 mg/dl, respectivamente (Tabla 7).
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TABLA 7. Concentraciones de amiloide sérico, SAA, en caballos PRE positivos a
Theileria equi (grupo T-A, hembras en pastoreo; grupo T-B, machos en estabulacion;
Grupo C, control)

Las letras indican diferencias entre grupos, p<0,05.

Pardmetro y unidad Grupo T-A (n=16) Grupo T-B (n=7) Grupo C (n=10)
Mediana (mg/dl) 0,480 0,480 0,480

25-75% percentiles 0,480-0,490 0,480-0,480 0,480-0,500
Min-max 0,480-308,0 0,480-0,480 0,480-0,600

Las concentraciones de CRP se presentan en la tabla 8. Los caballos del grupo T-A
tuvieron valores superiores significativamente para esta APP en comparacion con los otros
dos grupos.

TABLA 8. Concentraciones de proteina C reactiva, CRP, en caballos PRE positivos a

Theileria equi (grupo T-A, hembras en pastoreo; grupo T-B, machos en estabulacion;
Grupo C, control)

Las letras indican diferencias entre grupos, p<0,05.

Parametro y unidad Grupo T-A (n=16) Grupo T-B (n=7) Grupo C (n=10)
Mediana (ug/dl) 36,30 BC 28,50 27,15

25-75% percentiles 28,25-52,85 25,0-34,5 22,8-33,8
Min-max 22,80-185,9 24,1-40,2 14,9-50,0

En la tabla 9 se muestran las concentraciones de Hp. Aunque no ha alcanzando la
significacion estadistica, esta tabla muestra que, algunos caballos de los grupos T-Ay T-B

presentaron valores de Hp superiores a los del grupo control.
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TABLA 9. Concentraciones de haptoglobina, Hp, en caballos PRE positivos a Theileria

equi (grupo T-A, hembras en pastoreo; grupo T-B, machos en estabulacion; Grupo C,
control)

Las letras indican diferencias entre grupos, p<0,05.

Pardmetro y unidad Grupo T-A (n=16) Grupo T-B (n=7) Grupo C (n=10)
Mediana (mg/dl) 2,041 2,128 1,340

25-75% percentiles 1,205-2,866 1,954-2,919 1,040-2,030
Min-max 0,323-3,259 0,987-3,564 0,200-2,450

A continuacion se muestran los valores de FIB, y tampoco han existido diferencias
significativas entre los tres grupos. No obstante, el valor maximo correspondié a animales
del grupo T-A (Tabla 10).

TABLA 10. Concentraciones de fibrindgeno, FIB, en caballos PRE positivos a

Theileria equi (grupo T-A, hembras en pastoreo; grupo T-B, machos en estabulacion;
Grupo C, control)

Las letras indican diferencias entre grupos, p<0,05.

Parametro y unidad Grupo T-A (n=16) Grupo T-B (n=7) Grupo C (n=10)
Mediana (mg/dl) 400 300 300

25-75% percentiles 250-400 200-400 300-300
Min-max 200-600 100-500 100-500

En cuando a las concentraciones séricas de Fe, no se apreciaron diferencias entre
los tres grupos. Ademas, como se puede apreciar en la tabla 11, los animales del grupo T-
A mostraron la concentracion méas baja (44,0 ug/dl), mientras que el valor maximo
correspondio a un animal del grupo control (385,0 pg/dl) (Tabla 11).
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TABLA 11. Concentraciones de hierro, Fe, en caballos PRE positivos a Theileria equi

(grupo T-A, hembras en pastoreo; grupo T-B, machos en estabulacion; Grupo C,
control)

Las letras indican diferencias entre grupos, p<0,05.

Pardmetro y unidad Grupo T-A (n=16) Grupo T-B (n=7) Grupo C (n=10)
Mediana (pg/dl) 153,0 159,0 3135

25-75% percentiles 132,0-178,0 135,0-186,0 220,0-346,0
Min-max 44,0-261,0 129,0-217,0 182,0-385,0

En la tabla 12 se presentan las concentraciones de FERR. En este parametro, no se
han encontrado diferencias significativas entre grupos, si bien el valor maximo observado
pertenecid a una yegua del grupo T-A (Tabla 12).

TABLA 12. Concentraciones de ferritina, FERR, en caballos PRE positivos a Theileria

equi (grupo T-A, hembras en pastoreo; grupo T-B, machos en estabulacion; Grupo C,
control)

Las letras indican diferencias entre grupos, p<0,05.

Parametro y unidad Grupo T-A (n=16) Grupo T-B (n=7) Grupo C (n=10)
Mediana (ng/dl) 10,0 10,0 10,0

25-75% percentiles 10,0-10,0 10,0-10,0 10,0-10,0
Min-max 10,0-43,8 10,0-10,0 10,0-11,9

Las concentraciones de UIBC se muestran en la tabla 13. Los valores encontrados

en el grupo T-A fueron significativamente superiores al grupo control.
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TABLA 13. Concentraciones de la capacidad de union del Fe no saturado, UIBC, en
caballos PRE positivos a Theileria equi (grupo T-A, hembras en pastoreo; grupo T-B,
machos en estabulacion; Grupo C, control)

Las letras indican diferencias entre grupos, p<0,05.

Pardmetro y unidad Grupo T-A (n=16) Grupo T-B (n=7) Grupo C (n=10)
Mediana (pg/dl) 252,1C 239,7 209,2

25-75% percentiles 212,7-286,4 186,0-261,0 194,3-221,4
Min-max 193,2-360,5 184,8-291,3 185,0-367,4

Como se ha comentado con anterioridad, algunos animales mostraron valores
elevados de varias APPs, concretamente de SSA, Hp y FIB, en comparacion con el resto
del colectivo. Tomando en consideracion los valores de referencia de estas APPs para la
especie equina, el nimero de caballos que tuvieron datos superiores dentro de cada grupo
se presenta en la tabla 14. Como se puede observar, todos los animales del grupo control

tuvieron valores de APPs dentro de los valores normales.

TABLA 14. Numero y porcentaje de caballos PRE positivos a Theileria equi con

valores de APPs superiores a los limites de referencia para la especie equina'®

Parametro y unidad Grupo T-A (n=16) Grupo T-B (n=7) Grupo C (n=10)
SAA>10 mg/l 4/16 (18,75%) 0/7 (0%) 0/10 (0%)
Hp> 3 mg/l 4116 (25%) 1/7 (14,29%) 0/10 (0%)
FI1B>400 mg/d| 3/16 (18,59%) 1/7 (14,29%) 0/10 (0%)

A continuacién, se presentan los valores obtenidos en estos tres animales en

comparacion con el resto de caballos de sumismo grupo, el T-A. En latabla 15, se muestran

8v/alores de referencia proporcionados por el Laboratorio de Patologia Clinica de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Murcia
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los datos correspondientes a los pardmetros de la exploracién clinica, donde se puede

evidenciar la ausencia de diferencias significativas.

TABLA 15. Parametros clinicos en tres yeguas del grupo T-A con concentraciones
elevadas de APPs, en comparacion con el resto de yeguas del grupo T-A
(TR, temperatura rectal; FC, frecuencia cardiaca; FR, frecuencia respiratoria)

Parametro y unidad Grupo T-A con APPs Grupo T-A con APPs
elevadas (n=3) normales (n=13)

TR (°C) 37,40 (37,40-37,90) 37,60 (37,50-37,70)

FC (lat/min) 41,00 (40,00-42,00) 40,00 (39,00-41,00)

FR (resp/min) 19,00 (19,00-24,00) 21,00 (19,00-21,00)

En cuanto a los datos del eritrograma, no se han encontrado diferencias, si bien se
observo una tendencia no significativa hacia valores inferiores de GR y de HCM en las

yeguas con APPs fuera del rango de referencia (Tabla 16).

141



Rocio Rodriguez Gonzalez-Miranda

TABLA 16. Paradmetros eritrocitarios en tres yeguas del grupo T-A con
concentraciones elevadas de APPs, en comparacion con el resto de yeguas del grupo
T-A

(GR, gldbulos rojos; HB, concentracion de hemoglobina; HTO, valor hematécrito; VCM,
volumen corpuscular medio; HCM, hemoglobina corpuscular media; CHCM,

concentracion de hemoglobina corpuscular media).

Parametro y unidad

Grupo T-A con APPs

elevadas (n=3)

Grupo T-A con APPs

normales (n=13)

GR (10%/pl) 6,560 (6,450-8,550) 7,570 (6,110-7,330)
HB (g/dl) 11,90 (11,80-12,60) 12,00 (11,60-12,10)
HTO (%) 31,00 (31,00-33,00) 33,00 (32,00-33,00)
VCM (fl) 51,50 (46,00-52,00) 51,70 (50,10-53,10)
HCM (g/dI) 16,10 (15,00-18,00) 18,40 (17,00-18,90)
CHCM (%) 32,60 (30,80-34,90) 34,20 (33,20-35,60)

En la tabla 17, se muestran los valores del leucograma para los dos grupos de
caballos en los que se ha subdividido el grupo T-A en funcidn de sus niveles de APPs.
Como se puede evidenciar, las yeguas del grupo T-A con valores elevados de APPs
tuvieron nimeros superiores de NEU (Tabla 17).
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TABLA 17. Parametros leucocitarios en tres yeguas del grupo T-A con
concentraciones elevadas de APPs, en comparacion con el resto de yeguas del grupo
T-A

(GB, globulos blancos; NEU, neutrdfilos, LINF, linfocitos; MON, monocitos; EOS,
eosindfilos)

* Diferencias entre grupos, p<0,05.

Parametro y unidad Grupo T-A con APPs Grupo T-A con APPs
elevadas (n=3) normales (n=13)

GB (10%/pl) 13,34 (9,050-13,36) 9,240 (7,540-9,690)

NEU (103/ul) 6,500 (5,050-9,500)* 4,350 (3,770-4,750)

LINF (10%/pl) 3,090 (2,530-5,230) 2,870 (2,210-4,060)

MON (10%/pl) 0,500 (0,450-1,030) 0,540 (0,500-0,560)

EOS (10%/ul) 0,450 (0,250-1,060) 0,790 (0,680-0,920)

En relacion a los pardmetros bioquimicos, en la tabla 18, no se han encontrado
diferencias signicativas, si bien cabe destacar la tendencia hacia valores més elevados de
GLU, BUN y ALP en las yeguas del grupo T-A con APPs elevadas.

143



Rocio Rodriguez Gonzalez-Miranda

TABLA 18. Bioquimica sérica en tres yeguas del grupo T-A con concentraciones
elevadas APPs, en comparacion con el resto de yeguas del grupo T-A

(BIL, bilirrubina total; GLU, glucosa; BUN, nitrogeno ureico en sangre; CREAT,
creatinina; PPT, proteinas plasmaéticas totales; ALB, albumina; Ca, calcio; P, fésforo; Mg,
magnesio; CK, creatin kinasa; AST, aspartato aminotransferasa; LDH, lactato

deshidrogenasa; ALP, fosfatasa alcalina; GGT, y-glutamil transferasa)

Parametro y unidad Grupo T-A con APPs Grupo T-A con APPs

elevadas (n=3)

normales (n=13)

BIL (mg/dlI) 3,00 (2,20-3,40) 3,00 (2,40-3,20)
GLU (mg/dI) 113,0 (106-128) 98,0 (93,0-115)
BUN (mg/dI) 49,0 (33,0-49,0) 33,0 (29,0-40,0)
CREAT (mg/dl) 1,30 (1,30-1,70) 1,40 (1,10-1,50)
PPT (g/dl) 6,90 (6,80-7,10) 7,00 (6,70-7,20)
ALB (g/dl) 3,20 (3,00-3,20) 3,10 (3,00-3,10)
Ca (mg/dl) 12,70 (10,40-14,00) 12,90 (11,70-13,60)
P (mg/dl) 3,70 (3,00-4,30) 3,20 (2,80-3,70)
Mg (mg/dl) 2,00 (1,50-3,80) 2,20 (1,90-2,40)
CK (UIN) 222,0 (166,0-278,0) 201,0 (182,0-220,0)
AST (UI/) 228,0 (176,0-306,0) 217,0 (197,0-229,0)
LDH (UI/) 1133 (999,0-1320) 1000 (902,0-1036)
ALP (UI/l) 284,0 (138,0-310,0) 189,0 (157,0-229,0)
GGT (UIN) 12,0 (8,40-12,0) 13,0 (9,20-16,0)

No se han hallado diferencias en el perfil de coagulacion como se muestra en la

tabla 19.
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TABLA 19. Perfil de coagulacion en tres yeguas del grupo T-A con concentraciones
elevadas de APPs, en comparacion con el resto de yeguas del grupo T-A

(PLT, plaquetas; TPT, tiempo de protrombina; aPTT, tiempo de tromboplastina parcial
activada)

Pardmetro y unidad Grupo T-A con APPs Grupo T-A con APPs
elevadas (n=3) normales (n=13)
PLT (10%/ul) 141,0 (103,0-154,0) 132,0 (117,0-154,0)
TPT (s) 10,40 (10,10-11,00) 11,70 (10,70-11,90)
aPTT (s) 43,30 (41,90-54,10) 47,00 (43,60-48,40)

Finalmente, en la tabla 20, se muestran las diferencias en las concentraciones de
APPs. Como el criterio de separacién entre grupos eran los valores superiores de las
principales APPs, SSA, Hp y FIB, las concentraciones de dichas APPs fueron l6gicamente
maés altas. Ademas, se ha encontrado que, las yeguas con valores mas elevados de estas

APPs, se caracterizaron por concentraciones inferiores de Fe y superiores de UIBC.
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TABLA 20. Proteinas de fase aguda y marcadores de inflamacion en tres yeguas del
grupo T-A con concentraciones elevadas de APPs, en comparacion con el resto de
yeguas del grupo T-A

(SAA, amiloide sérico A; CRP, proteina C reactiva; Hp, haptoglobina; FIB, fibrindgeno;
Fe, hierro; FERR, ferritina; UIBC, capacidad de union al Fe no saturado)

* Diferencias entre grupos, p<0,05.

Parametro y unidad Grupo T-A con APPs Grupo T-A con APPs
elevadas (n=3) normales (n=13)
SAA (mg/dl) 136,2 (0,480-308,0) * 0,480 (0,480-0,480)
CRP (pg/dl) 130,2 (56,40-187,0) * 31,70 (27,60-38,80)
Hp (mg/dl) 3,173 (2,318-3,259) * 1,336 (1,171-2,598)
FIB (mg/dl) 400,0 (400,0-400,0) * 300,0 (200,0-400,0)
Fe (ng/dl) 113,0 (44,00-177,0) * 160,0 (144,0-179,0)
FERR (ng/dl) 5,000 (5,000-43,80) 4,600 (2,100-6,000)
UIBC (ug/dl) 350,7 (265,6-360,5) * 244,2 (207,6-270,8)

9.5.6. Correlaciones entre parametros clinicos, hematologicos, bioquimicos séricos y

proteinas de fase aguda y marcadores de inflamacion

Las correlaciones de los diversos parametros estudiados (clinicos, hematoldgicos y
bioquimicos séricos), con las concentraciones de APPs y los marcadores de inflamacion se
muestran en las tablas 21 a 26. Como se puede evidenciar, el SAA estuvo positivamente
correlacionado con la actividad ALP (0,492) y negativamente, con HTO (-0,444) y con Fe
(-0,499). Las concentraciones de CRP tuvieron correlaciones positivas con aPTT (0,430) y
con UIBC (0,446) y negativas con GR (-0,419), LINF (-0,454) y Fe (-0,411). La Hp
presentd correlaciones significativas positivas con tres parametros, GLU (0,485), LDH
(0,406) y UIBC (0,474) y negativas con HCM (-0,452). Las concentraciones de FIB
estuvieron correlacionadas con TPT (0,472) y Fe (-0,417). Las concentraciones de Fe
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mostraron numerosas correlaciones significativas, negativas con PLT (-0,450), NEU (-
0,543), TPT (-0,501), BIL (-0,528), CREAT (-0,427), CK (-0,411), AST (-0,530), LDH (-
0,478). La FERR estuvo correlacionada positivamente con PLT (0,619) y de forma
negativa con GR (-0,501), LINF (-0,453), GLU (-0,427), LDH (-0,460). Finalmente, se
observé una correlacion significativa negativa entre Fe y UIBC (-0,401) (Tablas 21 a 26).

TABLA 21. Coeficientes de correlacién entre los parametros clinicos y las
concentraciones de proteinas de fase aguda y marcadores de inflamacién en
caballos PRE positivos a Theileria equi

(SAA, amiloide sérico A; CRP, proteina C reactiva; Hp, haptoglobina; FIB, fibrindgeno;
Fe, hierro; FERR, ferritina; UIBC, capacidad de unién al Fe no saturado; TR,

temperatura rectal; FC, frecuencia cardiaca; FR, frecuencia respiratoria)

SAA CRP Hp FIB Fe FERR ulBC
TR 0,278 0,357 0,186 0,190 -0,273 0,267 0,243
FC 0,226 0,415 0,010 0,231 -0,235 0,093 0,205
FR 0,364 0,320 0,089 0,150 -0,137 0,341 0,254
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TABLA 22. Coeficientes de correlacion entre el eritrograma y las concentraciones
de proteinas de fase aguda y marcadores de inflamacion en caballos PRE positivos
a Theileria equi

(SAA, amiloide sérico A; CRP, proteina C reactiva; Hp, haptoglobina; FIB, fibrindgeno;
Fe, hierro; FERR, ferritina; UIBC, capacidad de union al Fe no saturado; GR, glébulos
rojos; HB, hemoglobina; HTO, hematdcrito; VCM, volumen corpuscular medio; HCM,
hemoglobina corpuscular media; CHCM, concentracion de hemoglobina corpuscular
media)

Correlaciones significativas en negrita p<0,05

SAA CRP Hp FIB Fe FERR UiBC
GR -0,271 -0,419 0,122 -0,103 0,124 -0,501 0,174
HB -0,124 -0,148 0,083 -0,142 -0,301 -0,122 0,026

HTO -0,444 0,368 0,189 0,116 0,043 0,260 0,260
VCM 0,226 0,178 -0,337 0,036 -0,099 0,287 -0,179
HCM 0,145 0,171 -0,452 0,049 0,095 0,292 -0,237
CHCM 0,076 0,153 -0,315 -0,086 0,199 0,175 -0,075
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TABLA 23. Coeficientes de correlacién entre el leucograma y las concentraciones

de proteinas de fase aguda y marcadores de inflamacion en caballos PRE positivos

a Theileria equi.

(SAA, amiloide sérico A; CRP, proteina C reactiva; Hp, haptoglobina; FIB, fibrindgeno;

Fe, hierro; FERR, ferritina; UIBC, capacidad de union al Fe no saturado; GB, globulos

blancos; NEU, neutrofilos; LINF, linfocitos; MON, monocitos; EQS, eosinofilos)

Correlaciones significativas en negrita p<0,05

SAA CRP Hp FIB Fe FERR UiBC
GB 0,119 -0,031 0,244 0,057 -0,387 -0,338 0,147
NEU 0,245 0,219 0,132 -0,029 -0,543 0,122 0,161
LINF -0,045 -0,454 0,314 0,026 -0,284 -0,453 0,118
MON -0,214 0,114 0,023 0,056 -0,292 -0,263 -0,012
EOS -0,066 -0,328 -0,260 -0,026 -0,016 -0,142 -0,390
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TABLA 24. Coeficientes de correlacion entre los parametros bioquimicos séricos y
las concentraciones de proteinas de fase aguda y marcadores de inflamacion en
caballos PRE positivos a Theileria equi

(SAA, amiloide sérico A; CRP, proteina C reactiva; Hp, haptoglobina; FIB, fibrindgeno;
Fe, hierro; FERR, ferritina; UIBC, capacidad de union al Fe no saturado; PLT,
plaquetas; TPT, tiempo de protrombina; aPTT, tiempo de tromboplastina parcial
activada)

Correlaciones significativas en negrita p<0,05

SAA CRP Hp FIB Fe FERR UIBC

BIL 0,084 0,324 -0,022 0,176 -0,528 -0,215 0,344
GLU -0,095 -0,201 0,485 -0,142 -0,138 -0,427 0,219
BUN 0,085 0,089 0,188 -0,093 0,085 -0,239 0,308
CREAT -0,260 0,025 -0,132 0,028 -0,427 -0,334 -0,087

PPT -0,112 -0,021 0,221 0,034 -0,314 -0,221 0,186
ALB -0,061 0,017 0,239 -0,077 0,117 -0,053 0,144
Ca 0,052 0,366 0,123 0,305 0,134 0,211 0,064
P 0,055 0,142 0,107 0,295 -0,255 -0,289 0,222
Mg -0,095 -0,154 -0,388 0,191 0,259 -0,043 -0,307
CK 0,270 -0,099 0,099 -0,034 -0,411 0,020 0,051

AST 0,172 -0,250 0,072 -0,205 -0,530 -0,097 -0,027
LDH -0,084 0,340 0,406 0,004 -0,478 -0,460 0,229
ALP 0,492 -0,140 0,184 0,110 -0,190 -0,018 -0,033
GGT 0,142 -0,194 -0,018 0,069 -0,259 -0,071 0,072
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TABLA 25. Coeficientes de correlacion entre el perfil de coagulacién y las
concentraciones de proteinas de fase aguda y marcadores de inflamacion en
caballos PRE positivos a Theileria equi

(SAA, amiloide sérico A; CRP, proteina C reactiva; Hp, haptoglobina; FIB, fibrindgeno;
Fe, hierro; FERR, ferritina; UIBC, capacidad de union al Fe no saturado; PLT,
plaquetas; TPT, tiempo de protrombina; aPTT, tiempo de tromboplastina parcial
activada)

Correlaciones significativas en negrita p<0,05

SAA CRP Hp FIB Fe FERR UIBC
PLT 0,092 0,038 -0,310 0,071 -0,450 0,619 -0,097
TPT -0,248 0,211 -0,001 0,472 -0,501 -0,376 0,359

aPTT -0,282 0,430 -0,256 -0,021 0,018 -0,186 -0,008

TABLA 26. Coeficientes de correlacion entre las concentraciones de proteinas de
fase aguda y marcadores de inflamacion en caballos PRE positivos a Theileria equi
(SAA, amiloide sérico A; CRP, proteina C reactiva; Hp, haptoglobina; FIB, fibrindgeno;
Fe, hierro; FERR, ferritina; UIBC, capacidad de union al Fe no saturado;

Correlaciones significativas en negrita p<0,05

SAA CRP Hp FIB Fe FERR
CRP 0,180

Hp 0,162 0,167

FIB 0,001 0,296 0,001

Fe -0,499 -0,411 -0,202  -0,417

FERR 0,190 0,298 -0,264 0,103 0,235

UIBC 0,063 0,446 0,474 0,232 0,401  -0,125

Otras correlaciones significativas que se han encontrado entre los diversos

parametros estudiados son las siguientes. En cuanto a las constantes vitales, se hallaron
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correlaciones significativas entre TR y FR (0,521) y entre FR y HTO (-0,838), GR (-0,529),
HTO (-0,559), BIL (0,691) y LDH (0,404).

En relacién al eritrograma, se hallaron estas correlaciones significativas; GR con
HB (0,508), VCM (-0,605), CHCM (-0,571), HCM (-0,751), BIL (-0,482), GLU (-0,441)
y AST (-0,643); HB con HTO (0,502), BIL (-0,401), ALB (0,513), P (-0,685) y AST
(0,429); HTO con VCM (-0,404), HCM (-0,407), BIL (-0,756) y P (-0,535); VCM con
HCM (0,866) y BIL (0,455); HCM con CHCM (r=0,724) y BIL (0,537).

En cuanto a los parametros del leucograma, se han observado estas correlaciones:
GB con NEU (0,558), LINF (0,807), MON (0,667), PLT (-0,629), ALP (0,558) y LDH
(0,608); LINF con MON (0,515), PLT (-0,620) y LDH (0,592) y MON con LDH (0,468).

Finalmente, y en cuanto a la bioquimica sanguinea, la correlacion més elevada se
observo entre ALP y AST (0,506).
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9.6. DISCUSION

El presente estudio analiza los signos clinicos y los parametros hematoldgicos,
bioquimicos sanguineos, incluyendo perfil de coagulacion, concentraciones de APPs, y
otros marcadores de inflamacion (Fe) en caballos PRE infectados de forma natural por
Theileria equi, en pastoreo y en estabulacién, y en comparacion con grupos control. Se ha
diferenciado entre caballos estabulados y en pastoreo, porque, diversos estudios han
documentado que la presencia de garrapatas es un importante factor de riesgo en esta
enfermedad. Por este motivo, los animales mantenidos al aire libre suelen tener mayor
prevalencia seroldgica (Kouam et al., 2010; Garcia-Bocanegra et al., 2013). Es ldgico
suponer que, estos animales, con un contacto mas probable con el vector, tendran

alteraciones clinicas y laboratoriales méas evidentes.

9.6.1. Examen clinico

En general, la sintomatologia de ambos grupos de caballos infectados por Theileria
equi, fue de intensidad leve. Las yeguas del grupo T-A tuvieron sintomas mas evidentes,
posiblemente debido a que estos animales se encontraban en pastoreo, por lo que el
contacto con el vector seria mas frecuente. Una segunda justificacion podria ser que, como
los machos del grupo T-B estaban en entrenamiento, la anemia daria lugar a pérdida de
rendimiento, que se detectarian con rapidez y por tanto, el diagnéstico podria haber sido

mas precoz en este grupo que en las yeguas reproductoras.

En principio, no consideramos que esta diferencia entre grupos se asocie al sexo.
Diversos autores han descrito que el sexo no parece ser un factor de riesgo para las
infecciones por Theileria equi en caballos (Kouam et al., 2010; Grandi et al., 2011; Farkas
et al., 2013; Garcia-Bocanegra et al., 2013). No obstante, muchos autores indican una
seroprevalencia superior en yeguas (Sevinc et al., 2008; Kouam et al., 2010). Posiblemente,
en estos estudios, la seroprevalencia mas elevada en yeguas y en nuestro caso, la

sintomatologia mas evidente, fueron consecuencia de las practicas de manejo. En general,
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existe un control més estricto de la exposicion a garrapatas en animales estabulados. Es
una practica comun en yeguadas, tener a las yeguas en pastoreo o en grandes paddocks y a

los machos, bien por entrenamiento, bien por su uso como sementales, en boxes.

El nimero de yeguas en el grupo T-A (n=16) fue superior al nimero de machos del
grupo T-B (n=7). Si bien se intentd que ambos grupos tuvieran un numero similar, no fue
posible, debido a las practicas de manejo. Como se ha descrito antes, las yeguas
permanecen en la ganaderia para la cria y los machos se venden, a menos que se utilicen

como sementales o para actividades deportivas.

Por otro lado, algunas investigaciones no han hallado correlaciones significativas
entre seropositividad y edad de los animales (Grandi et al., 2011; Farkas et al., 2013;
Garcia-Bocanegra et al., 2013), si bien otros estudios no coinciden con estos resultados,
mostrando que la seropositividad aumenta con la edad (Kouam et al., 2010; Garcia-
Bocanegra et al., 2013; Karatepe et al., 2009; Steinman et al., 2012; Munkhjargal et al.,
2013; Vieira et al., 2013; Rapoport et al., 2014), como consecuencia de la infeccion de por
vida con Theileria equi. En conocimiento de los autores, no se ha evaluado adn el efecto

de la edad en la sintomatologia y en la gravedad de la misma en caballos con theileriosis.

Los sintomas mas comunes en el grupo T-A fueron anorexia 0 cambios de apetito
(93,75%), palidez de mucosas (81,25%), seguidos por depresion (50%) e ictericia (50%).
En cuanto al grupo T-B, los sintomas mas frecuentes fueron pérdida de rendimiento o
incapacidad para entrenar correctamente (71,43%) y depresion (57,14%). Estos sintomas
coinciden con los resefiados por Zobba et al. (2008) en caballos pertenecientes a zonas
endémicas (Italia). Ninguno de los animales mostrd sintomas mas severos, como
hemoglobinuria, que es mas tipico de animales que no han tenido contactos previos con el
parasito o que experimentan fases de inmunosupresion (Wise et al., 2013; 2014). El
sintoma predominante del grupo T-B fue la pérdida de rendimiento, que en gran medida
podria deberse a la anemia.

La fiebre se considera un signo clinico comun de piroplasmosis equina (Camacho
et al., 2005; Zobba et al., 2008; Wise et al., 2013; 2014), aunque en nuestro estudio los
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caballos no presentaron fiebre en el momento del examen. Este hallazgo podria deberse a
que, la fiebre podria haber sido intermitente y por tanto, podria no haber coincidido con el
momento del examen fisico o bien, que no existid fiebre en estos animales por la levedad
de la sintomatologia. La frecuencia respiratoria (FR) de los caballos T-A'y T-B fue superior
al grupo control. Este resultado no se asocio a las condiciones ambientales, ya que todos
los examenes fisicos se hicieron bajo condiciones ambientales similares. El andlisis de
correlacion mostro que la FR fue dependiente de la TR (r=0,521) y del HTO (r=-0,838).
Estos datos indicarian que los valores de FR superiores en los caballos con Theileria equi
frente a los control, podria ser un mecanismo compensatorio de la reduccién en el

transporte de oxigeno derivado de la anemia.

Clasicamente, la piroplasmosis equina (babesiosis y theileriosis) se ha clasificado
como hiperaguda, aguda o cronica, en funcion de la severidad de los sintomas. Algunos
autores no diferencian entre babesiosis y theileriosis (De Waal, 1992; Camacho et al.,
2005), a pesar de que se ha descrito que la theileriosis tiene una clinica mas severa que la
babesiosis (Wise et al., 2013; 2014). La forma crdnica de la piroplasmosis se caracteriza
por anorexia, letargia y pérdida de peso, sintomas que son similares a los hallazgos de la
presente investigacion, tanto en el grupo T-A como en el T-B. En general, la fase cronica
de la enfermedad se asocia a infecciones subclinicas y un estado de portador crénico. Los
portadores subclinicos podrian presentar sintomas a lo largo de todo el afio, particularmente
después de experimentar inmunosupresion y estrés. Los datos aportados en nuestro estudio,

sin embargo, se recogieron en primavera y verano, después de la exposicion al vector.

Como se acaba de indicar, la fase cronica de la enfermedad se asocia con
infecciones subclinicas y un estado de portador. Los portadores subclinicos podrian exhibir
signos clinicos durante todo el afio, especialmente después de la supresion inmune causada
por el estrés. De hecho, en los paises mediterraneos, se cree que la sintomatologia puede
aparecer en cualquier estacion (Friedhoff et al., 1990; Bashiruddin et al., 1999; Zobba et
al., 2008). Sin embargo, todos los casos de la investigacion actual se registraron en
primavera y verano, después de la exposicién a las garrapatas. Segun este periodo de

aparicién, de forma tedrica, se trataria de una fase aguda de la infeccion, a pesar de la
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sintomatologia leve que los animales presentaron. No obstante, también hay que mencionar
que en el momento de la obtencion de los datos, muchas yeguas estaban al final de la
gestacion o inicio de la lactacion, circunstancias que podrian haber favorecido la
inmunosupresion y la reaparicion clinica del protozoo. Por tanto, no se puede descartar la

reagudizacién de un proceso crénico.

Una posible explicacion a la sintomatologia tan leve mostrada por los caballos de
la presente investigacion es que, como la theileriosis es muy comun en Andalucia,
cualquier caballo que presenta anemia, depresion y/o fiebre, es tratado lo méas rapidamente
posible, en un intento de limitar la severidad del proceso y también para hacer descender
la tasa de anticuerpos en sangre. Hay que tener en cuenta que es obligatoria una prueba
seroldgica negativa para el movimiento internacional de caballos, y para la participacion

en eventos deportivos internacionales.

9.6.2. Eritrograma

El hallazgo hematoldgico més comdn fue la anemia, resultado que coincide con lo
mostrado por otros autores (Camacho et al., 2005; Zobba et al., 2008; Wise et al., 2013;
2014; Mahmoud et al., 2016). De hecho, trece yeguas del grupo T-A (13/16) y tres machos
del grupo T-B (3/7) habian presentado clinicamente mucosas palidas. Laboratorialmente,
se observo que las yeguas del grupo T-A tuvieron valores inferiores de GR, HB y HTO en
comparacion con los otros dos grupos. Por otro lado, los datos de HTO fueron diferentes
significativamente entre los tres grupos (32,9% grupo T-A; 36,7% grupo T-B; 43,4% grupo
C).

La patogenia de la anemia, si bien no tan estudiada en la theileriosis equina como
en la babesiosis canina, en la theileriosis bovina o en el paludismo, otras patologias
hemoprotozoarias, posiblemente sea multifactorial. Un mecanismo importante de la
anemia es la hemolisis, causada por la liberacion de los merozoitos durante el ciclo

bioldgico del paréasito, condicionando hemolisis intravascular. A este hecho, se le une la
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hemolisis extravascular, ya que las células infectadas son eliminadas por las células del
sistema fagocitico-mononuclear, fundamentalmente a nivel esplénico (Wise et al., 2013;
2014). En la presente investigacion, parece que se produjo anemia hemolitica intravascular
en el grupo T-A, como muestran los valores superiores de HCM y CHCM, si bien no se
puede descartar una hemdlisis in vitro, como se ha descrito en perros con babesiosis
(Zygner et al., 2007). De hecho, en nuestra investigacion, se detectd una correlacion

positiva entre CHCM y BIL (r=0,537), probablemente como reflejo de la hemdlisis.

Recientemente, se ha detectado que el estrés oxidativo y las lesiones en el ADN
podrian estar implicados como mecanismos fisiopatologicos de la anemia de caballos con
theileriosis (Radakovic et al., 2016). Ya previamente se habia descrito que la produccion
incrementada de radicales libres determina hemolisis en vacuno con theileriosis (Theileria
annulata) (Graham et al., 2001; Nazifi et al., 2009; Saleh et al., 2011; EI Deeb y labob,
2012). En nuestra investigacion, no se han hecho estudios sobre las alteraciones en el
equilibrio oxidante- antioxidante en estos caballos, pero seria muy interesante en el futuro.
Si estos animales padeciesen anemia parcialmente asociada al estrés oxidativo, sobre todo
en casos mas severos, seria recomendable evaluar la posibilidad de introducir la

administracion de compuestos antioxidantes como complemento del tratamiento.

La hipofosfatemia es otra posible causa a considerar en la patogenia de la anemia
en la theileriosis bovina (Sandhu et al., 1998; El-Deeb y labob, 2012; Abd Ellah, 2015),
asociando la reduccion de P en estos animales a defectos tubulares renales. En perros con
babesiosis, por el contrario, se ha descrito una hiperfosfatemia (Camacho, 2006), que el
autor asocié a la presencia de enfermedad glomerular. En el caballo, los resultados son
dispares. De Waal et al. (1987) en una infeccion experimental de piroplasmosis, describid
hipofosfatemia. Zobba et al. (2008) encontraron 9 caballos con niveles reducidos de P (6
positivos a Theileria equi, 1 positivo a Babesia caballi y 2 positivos a ambos parasitos) y
3 con valores elevados de P (1 positivo a Babesia caballi y 2 positivos a ambos
hemoprotozoos). En nuestro estudio, hemos encontrado que las yeguas del grupo T-A
tuvieron valores superiores de P (3,2 mg/dl) en comparacién con el grupo control, sélo con

el grupo C (2,25 mg/dl). No hubo diferencias entre T-A y T-B. Quiza las concentraciones
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superiores de P en el grupo T-A deriven de la hemdlisis intravascular, con la liberacion de
P desde el interior del hematie hacia la circulacion sanguinea (Lippi et al., 2006; Rendle et
al., 2009). De hecho, se han encontrado correlaciones significativas entre HTO y BIL (-
0,756) y P (-0,535).

Otro hallazgo hematologico a destacar fue el valor superior de VCM en las yeguas
del grupo T-A (51,6 fl) en comparacién con los otros dos grupos (47,6 y 47,0 fl para T-B
y C, respectivamente), que puede indicar una anemia regenerativa en el grupo T-A. En esta
especie, los GR se liberan desde la médula 6sea como células maduras, de modo que el
recuento de reticulocitos no es un procedimiento util para evaluar la respuesta regenerativa
alahemorragia o a la hemolisis. Una indicacion de hematopoyesis acelerada es un aumento

de la anisocitosis, con valores superiores de VCM (Lording, 2008).

9.6.3. Leucograma

Las alteraciones del leucograma en caballos con theileriosis parecen estar
supeditadas al estado de infeccién, duracién del proceso y su severidad (Rudolph et al.,
1975; Zobba et al., 2008; Wise et al., 2013; 2014). En vacuno con theileriosis tropical
(Theileria annulata), la leucopenia, junto con neutropenia, eosinopenia y linfocitosis son
las modificaciones mas comunes en el leucograma (Omer et al., 2002; Osman y Al-
Gaabary, 2007; Mahmmod et al., 2011). Otros autores, por el contrario, describen
linfopenia, como resultado de la destruccion de LINFs en los érganos linfoides (EI-Deeb y
labob, 2012). En perros con babesiosis natural, la neutrofilia se ha descrito en un 21% de
los animales, y la neutropenia en un 5% (Guelfi y Candebat, 1998). Otros autores han
encontrado una neutropenia intermitente en un periodo entre 4 y 28 dias post-infeccion en
el perro (Vercammen et al., 1997). En estudios experimentales de Babesia canis, Schetters
et al. (2009) observaron leucopenia tras la infeccion, dependiendo el inicio de este cambio
de la dosis infectiva administrada. Furlanello et al. (2005), también en perros, pero en este
caso, en infecciones naturales, hallaron que un 69,5% de los animales tenia leucopenia, un

73,9% neutropenia, un 65,2% linfopenia y un 26,1% monocitopenia.
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En nuestro caso, no se observaron diferencias significativas en el leucograma en los
tres grupos de caballos. Si que encontramos que, los caballos del grupo T-B tenian valores
de LINF superiores a los otros grupos (T-A y control), pero dentro de los limites de
referencia para la especie equina. Este nimero mayor de LINF del grupo T-B podria venir
dado por la liberacion de adrenalina y por la esplenocontraccion. Los caballos del grupo T-
B eran sementales, sometidos a entrenamiento diario y generalmente con un temperamento
mas nervioso que las yeguas de cria, y quiza esta caracteristica haya condicionado

parcialmente los resultados.

Por otro lado, se ha visto que, las yeguas del grupo T-A con valores superiores de
varias APPs, tenian mas NEU que las yeguas con concentraciones de APPs dentro de los
limites normales (6,500 vs. 4,350 10%/ul), lo cual indicaria que, en la fase aguda del
proceso, el grado de inflamacion esté relacionado con el nimero de NEUS.

9.6.4. Bioquimica sérica

Las concentraciones de BIL en suero, en la presente investigacion, fueron
significativamente superiores en las yeguas del grupo T-A (3,0 mg/dl) que en los otros dos
grupos (1,4 mg/kg, grupo T-B; 1,1 mg/kg, grupo C), sin diferencias entre estos dos ultimos.
Los niveles superiores de BIL son compatibles con la ictericia que se observé clinicamente
en 50% de los animales del grupo T-A. Este hallazgo clinico es muy comun en caballos
con theileriosis (Zobba et al., 2008; Rothschild, 2013; Wise et al., 2013; 2014), habiéndose
descrito también en vacas con theileriosis (Omer et al., 2002; Parashar et al., 2016) y en
perros con babesiosis (Lobetti et al., 2000; Furlanello et al., 2005; Schoeman, 2009;
Sudhakara Reddy et al., 2016). La causa mas probable es la anemia hemolitica, si bien
también puede deberse a la lesion hepatica que se produce en animales con piroplasmosis.
En la presente investigacion, todos los analisis bioquimicos hepaticos estuvieron dentro de
los rangos de referencia, de modo que la hiperbilirrubinemia podria ser un reflejo de la
anemia hemolitica. Una segunda justificacion de la hiperbilirrubinemia puede ser la

anorexia, que fue un sintoma destacado en el grupo T-A (93,75%).
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Las concentraciones de CREAT y la actividad LDH superiores en el grupo T-B (2,0
mg/dl y 1072 Ul/I, respectivamente), frente a los grupos T-A (1,35 mg/dl y 1001 Ul/l) y C
(1,2 mg/dl y 798,5 Ul/l) podrian venir dadas por el hecho de que eran machos y en
entrenamiento activo en el momento de la infeccion. En investigaciones previas, se ha
descrito que los caballos machos tienen valores superiores de LDH que las hembras,
posiblemente debido a la mayor masa muscular de los primeros (Mufioz et al., 2012). Por
tanto, en principio, no se cree que la mayor actividad LDH del grupo T-B pueda deberse a
una lesion hepatocelular causada por Theileria equi, ya que las actividades de las demas
enzimas hepéticas (ALP, GGT, AST) fueron similares en los tres grupos, por lo que se
sugiere que el origen de la diferencia entre LDH estuvo asociada mas con el masculo que
con el higado. No obstante, no se puede descartar completamente que, estos caballos, al
estar en entrenamiento y requerir un mayor aporte de oxigeno hacia el musculo durante el
gjercicio, hayan experimentado elevaciones subclinicas de las enzimas musculares. La CK,
sin embargo, no mostro valores diferentes entre los tres grupos. Hay que resefiar que, estas
enzimas tienen una cinética sanguinea diferente tras una lesién muscular. La enzima CK
tiene el pico maximo de liberacion hacia sangre unas 4-6 h después del inicio de una lesion
muscular, y su vida media en circulacién es aproximadamente de unas 6-10 h. Por tanto, si
la lesion muscular no continda, la enzima CK desciende en sangre a partir de este momento.
Por el contrario, la enzima AST presenta una cinética muy diferente, con una liberacion
méaxima desde masculo a las 72 h tras empezar la lesion y una vida media mucho mas
prolongada, de forma que puede permanecer elevada hasta varias semanas después de
desaparecer la lesion muscular (Lindsay et al., 1989; Valentine, 2003). Por ello, los valores
superiores de la enzima LDH, sin elevacién concomitante de CK, descartan una lesion

muscular.
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9.6.5. Perfil de coagulacion

Los dos hallazgos en la presente investigacion en relacion al perfil de coagulacién
son: la trombocitopenia del grupo T-B y el mayor TPT del grupo T-A. Numerosos autores
han descrito grados variables de trombocitopenia en caballos infectados por estos
protozoos (Allen et al., 1975; De Waal et al., 1987; De Waal, 1992; Camacho et al., 2005;
Diana et al., 2007; Zobba et al., 2008; Wise et al., 2013; 2014). Asi se ha identificado una
reduccion del 39% en el recuento de PLT en caballos infectados por Theileria equi, un 80%
en el caso de Babesia caballi y un 100% en caballos con infecciones duales (De Waal et
al., 1987; Diana et al., 2007; Wise et al., 2013).

En general, se acepta que las trombocitopenias son comunes, tanto laboratorial
como clinicamente en animales afectados por patologias protozooarias. Asi, en perros con
babesiosis, el hallazgo hematolégico mas coman es la trombocitopenia,
independientemente de la especie de Babesia (Pagés et al., 1990; Bourdeau y Guelfi, 1995;
Lobetti et al., 2000; Kraje, 2001). De hecho, en un estudio sobre babesiosis canina realizado
en Espafia (Ruiz de Gopegui et al., 2007), se detecto trombocitopenia en 45 de los 45 perros
estudiados, llevando a estos autores a afirmar que, en ausencia de trombocitopenia, el
diagnostico de babesiosis es improbable. Con respecto a su severidad, en las infecciones
experimentales, la trombocitopenia es comun, pero nunca severa (Vercammen et al., 1997).
Por el contrario, en infecciones naturales, la trombocitopenia oscila entre leve a severa
(Furlanello et al., 2005; Schetters et al., 2009). Igualmente, la trombocitopenia es comun
en vacuno infectado por Theileria annulata (Singh et al., 2001; Omer et al., 2002; EI-Deeb
y labob, 2012).

En todas estas especies, incluyendo caballos, se han propuesto tres teorias
patogénicas para justificar la trombocitopenia: destruccion inmunomediada, secuestro
esplenico y consumo en caso de CID de baja intensidad. Esta claro que, la piroplasmosis
severa resulta en hipercoagulabilidad, sindrome de respuesta inflamatoria sistémica o SIRS
y como consecuencia, disfuncién multiorganica. Sin embargo, este resultado tan severo no
aparece comunmente en los animales de zonas endémicas, y a pesar de ello existe

trombocitopenia. Por lo tanto, las dos primeras hipotesis parecen mas probables. De hecho,
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Furlanello et al. (2005) midieron las concentraciones de los productos derivados del
fibrindgeno (PDFs) y de D-dimeros, como indicadores de CID en perros con babesiosis y
solo 4 de 23 mostraron niveles incrementados de estos compuestos. Este resultado llevé a
Furlanello et al. (2005) a sugerir que, la CID no parece ser una causa importante de
trombocitopenia en casos de babesiosis europea canina, y posiblemente lo mismo ocurra
en el caballo. En conocimiento de los autores, aun no se ha cuantificado la concentracion
de estos compuestos en el caballo con theileriosis. Los D-dimeros son buenos marcadores
de CID en perros (Caldin et al., 2000; Prins et al., 2010; Thawley et al., 2016), personas
(Soomro et al., 2016) y caballos (Goehring et al., 2013; Cesarini et al., 2016).

Si bien la trombocitopenia se ha asociado a la aparicién clinica de petequias en el
caballo con theileriosis (De Waal, 1992; Wise et al., 2013), ninguna de las yeguas del
estudio (grupo T-A) presentd este sintoma. Por otro lado, las yeguas con mayor inflamacion
y valores de APPs mas alterados, no tuvieron un nimero inferior de PLT, por lo que, segun
estos datos, y dentro de los limites que nosotros hemos detectado, el descenso de PLT no

esta asociado a la intensidad del proceso inflamatorio causado por Theileria equi.

Por otro lado, se ha indicado que estos paréasitos, alteran la coagulacion sanguinea
del caballo afectado, a través de mecanismos no muy bien conocidos, dando lugar a una
elongacion de los tiempos de coagulacion (Allen et al., 1975; Wise et al., 2013). La
incidencia de estas alteraciones en el caballo no se conoce y en conocimiento de los autores,
excepto en algunos articulos experimentales no muy recientes (Allen et al., 1975), los
cambios en el perfil de coagulacion no se han analizado en caballos con theileriosis. En
nuestro estudio, hemos detectado que, las yeguas del grupo T-A tuvieron un TPT mas
prolongado que el grupo control (11,2 vs 9,40 s, valores de referencia en nuestro
laboratorio: 9,00-11,00 s). Considerando estos valores de referencia, 7/16 yeguas del grupo
T-A mostraron TPT superiores a 11,0 s, con un valor individual méximo de 15,5 s. Solo 2
caballos del grupo T-B (2/7) tuvieron duraciones de TPT superiores a 11 s. En el grupo
control, ninguno de los animales superé los 11 s. La yegua con el valor maximo de TPT,
sin embargo, no presentd alteraciones hematoldgicas ni bioguimicas mas marcadas, ni

tampoco variaciones mas intensas en las concentraciones de APPs. Por tanto, nuestros
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resultados muestran que, en caballos con theileriosis, se pueden hallar alteraciones en la
via extrinseca y comun de la coagulacion, sin que existan alteraciones concomitantes en la
hemostasia primaria (sin trombocitopenia simultanea). Por el contrario, la via intrinseca no
se afect6 en ninguno de los animales (ni en el grupo T-A ni en el T-B, estando en el 100%
de los animales dentro de los limites de referencia para la aPTT en nuestro laboratorio,

inferior a 55 s.).

Las alteraciones en la coagulacion secundaria han sido también escritas en perros
con babesiosis (Furlanello et al., 2005; Ruiz de Gopegui et al., 2007; Rafaj et al., 2009),

asi como en vacas con infeccion experimental por Theileria annulata (Singh et al., 2001).

9.6.6. Proteinas de fase aguda

La interpretacion de la APR en caballos PRE con theileriosis, en la presente
investigacion, fue compleja, debido a que muchos caballos enfermos, con sintomatologia,
mostraron concentraciones de APPs dentro del rango de referencia. En general, la APR
inducida por la theileriosis en estos caballos fue limitada, posiblemente debido a que todos
los animales incluidos en esta investigacion pertenecian a una zona endémica, por lo que
es de suponer que habrian desarrollado inmunidad contra el parasito. Esta circunstancia
habria actuado como limitante de la severidad de la respuesta inflamatoria asociada a la
infeccion o, de forma alternativa o concomitante, como se ha comentado en anterioridad,
la elevada prevalencia de esta infeccion, hace que el diagnostico y el tratamiento sean

precoces, antes de que los animales lleguen a manifestar sintomas severos.

La proteina SAA es una de las APPs més usadas en la clinica equina, debido a su
rapida respuesta a la inflamacion (Andersen et al., 2012; Belgrave et al., 2013; Hooijberg
et al., 2014; Dondi et al., 2015; Leclere et al., 2015; Daniel et al., 2016), de modo que en
la actualidad, se ha incorporado a los perfiles bioquimicos sanguineos en hospitales equinos
especializados. En nuestro caso, solo 4 yeguas del grupo T-A tuvieron valores elevados, y
ningan animal en los otros 2 grupos (T-B y control). Estas yeguas del grupo T-A,
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experimentaron incrementos de SAA relevantes (valor de referencia <0,48 mg/l, yeguas
con valores de hasta 300 mg/l), reflejando una inflamacion moderada. EIl porqué estas
yeguas presentaron esta manifestacion laboratorial de inflamacidn, més intensa que en el
resto de los animales, no se sabe. Su edad oscil6 entre 2-12 afios, si bien el valor méximo
de SAA correspondio a un animal de 12 afios. Una posible justificacion es la diferencia en
el inicio del tiempo de infeccion, al tratarse de un proceso natural y/o bien que los animales
hayan recibido dosis infectivas diferentes. En infecciones experimentales por Babesia
canis en perro, la intensidad y la cinética de las APPs estuvieron supeditadas a la dosis
infectiva (Schetters et al., 2009).

Por otro lado, los valores de SAA no estuvieron correlacionados con la exploracién
fisica ni con los parametros del leucograma. Si se aprecio una correlacion negativa entre
SAA y HTO, reflejando que la severidad de la anemia est4 correlacionada con la
inflamacion, de modo que mientras mayor es el grado de inflamacién aguda, mas intensa

es la anemia.

La CRP, considerada una APP muy util en el perro (Ceron et al., 2005; Nakamura
etal., 2008; Cray et al., 2010; Eckersall y Bell, 2010), en el caballo, es una APP moderada,
experimentando incrementos inferiores al SAA en respuesta a un estimulo inflamatorio. En
nuestra investigacion, hemos hallado que las yeguas del grupo T-A tuvieron
concentraciones significativas superiores a los otros dos grupos (36,30 pg/dl vs. 28,50 y
27,15 pg/dl para los grupos T-B y control respectivamente). No disponemos de datos de
referencia para esta APP en el caballo, ya que otros autores han utilizado una técnica
analitica diferente. No obstante, si consideramos como limite superior del rango de
referencia el valor maximo encontrado de forma individual en el grupo control (50 pg/dl),
4 animales del grupo T-A mostraron valores notablemente superiores a este punto de corte,

sugiriendo una inflamacién de mayor intensidad.

Un resultado inesperado es que, no se han encontrado diferencias significativas
entre grupos en las concentraciones de SAA, pero si de CRP. Esto podria tener dos posibles
justificaciones. En primer lugar, las muestras de sangre podrian haberse tomado varios dias

después del inicio de la infeccion, cuando la sintomatologia se hizo mas evidente. Las dos
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APPs muestran una cinética diferente. Mientras que las concentraciones de SAA aumentan
pocas h despueés del inicio de la lesion, con un valor maximo a los 1-2 dias (Pepys et al.,
1989; Nunokawa et al., 1993; Hultén et al., 2002), la CRP comienza su elevacién a los 3-5
dias de la agresion (Takiguchi et al., 1990). Esta diferente cinética podria justificar los
resultados encontrados. Una segunda justificacion es que la APR podria variar en funcion

de la naturaleza del proceso inflamatorio.

Cabe resefiar que, se han encontrado correlaciones significativas entre las
concentraciones de CRP, GR (-0,419), LINF (-0,454) y aPTT (0,430). Estos datos podrian
interpretarse como que, los caballos con valores superiores de CRP se caracterizarian por
anemia y linfopenias mas intensas y duraciones superiores del tiempo de coagulacion
aPTT.

La interpretacion de las concentraciones de Hp en procesos inflamatorios que
cursan con hemolisis es compleja, debido a la interaccién de dos mecanismos: 1) la
inflamacién, que induce aumentos moderados de esta APP; 2) la hemdlisis. Esta APP
presenta un papel importante en la eliminacion del Fe libre y de la HB de la circulacién,
por lo que se pueden hallar descensos en procesos hemoliticos. De este modo, se han
descrito reducciones de la concentracion de Hp en perros con Dirofilaria immitis (Méndez
et al., 2014) y en babesiosis canina (Matijatko et al., 2007), detectdndose incrementos de
Hp 3 dias después del tratamiento en perros (Matijatko et al., 2007). Por este motivo, se ha
sugerido que la Hp no es un indicador util de inflamacion en aquellos procesos que cursan
con hemolisis (Weidmeyer y Solter, 1996; Matijatko et al., 2007; Méndez et al., 2014). En
la presente investigacion, de hecho, se ha hallado una correlacion negativa entre HCM y
Hp (-0,452), reflejando posiblemente el descenso de esta APP en presencia de hemodlisis.

En nuestro caso, no hemos observado diferencias estadisticas en Hp entre los tres
grupos, si bien se aprecid una tendencia hacia valores méas elevados en los grupos T-A
(2,041 mg/l) y T-B (2,128 mg/l) frente al grupo control (1,340 mg/l). Ademas, tomando un
valor de referencia de 3,0 mg/l en caballos sanos, seguin los datos de nuestro laboratorio,
en el grupo T-A hubo 4 yeguas con valores superiores y en el grupo T-B, 1 caballo.

Ninguno de los animales controles supero este valor.
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La yegua que mostro los niveles més elevados de Hp, present6 ademas, leucocitosis
(13,34 10%/ul), neutrofilia (9,5 10%/ul), anemia (HTO 31%), hiperbilirrubinemia (3,4
mg/dl), los niveles maximos de SAA (308 mg/l) y los minimos de Fe (44 ul/dl). Por tanto,
parece ser que de forma individual, esta APPs si es (til, si bien la inflamacién podria ser
mas severa de lo que verdaderamente se evidencia en sus valores si coexiste con hemdlisis,

como ocurre en las babesiosis.

Sin duda, el FIB ha sido la APP més utilizada tradicionalmente en la clinica equina
(Hultén et al., 2002; Pollock et al., 2005; Borges et al., 2007; Jacobsen et al., 2009;
Andersen et al., 2012; Copas et al., 2013; Corradini et al., 2014; Hooijberg et al., 2014;
Daniel et al., 2016), posiblemente debido a la facilidad en su determinacion y a su bajo
coste econdmico. De este modo, se ha confirmado su elevacion en numerosas patologias
inflamatorias equinas. Su uso extendido contrasta con su cinética, ya que es una APP tardia,
que requiere unos 3-5 dias para lograr los valores maximos tras el inicio del proceso

inflamatorio (Andersen et al., 2012).

No hemos encontrado diferencias en la concentracion de FIB en la presente
investigacion al comparar los tres grupos de caballos. Existen varios motivos para justificar
estos resultados: 1) Puede ser que el tiempo transcurrido desde el inicio de la infeccion
hasta el momento de la extraccion de sangre hubiera variado entre animales, por lo que los
resultados se habrian visto determinados por la cinética de esta APP; 2) Hemos utilizado
el método de precipitacion por calor para medir el FIB. Esta técnica, muy facil de realizar
y con un coste econdmico minimo, es muy utilizada en clinica equina, pero es insensible a

pequenfias variaciones (Campbell et al., 1981; Allen y Kold, 1988; Tamzali et al., 2001).

A pesar de estas limitaciones, inherentes a un trabajo de campo, con una infeccion
natural, no experimental, hemos hallado que 3 animales del grupo T-A y 1 animal del grupo
T-B mostraron valores superiores a los maximos de referencia para nuestro laboratorio
(400 mg/dl), mientras que ningun caballo del grupo control presentd este valor. Estos
resultados reflejan que, en caballos con theileriosis leve, podemos hallar pequefias

elevaciones de las concentraciones de FIB.
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Ultimamente, se han publicado varias investigaciones en las que se le otorga a las
concentraciones séricas/plasmaticas de Fe una gran relevancia como marcador de
inflamacion (Borges et al., 2007; Jacobsen et al., 2009; Andersen et al., 2012; Brosnahan
et al., 2012; Corradini et al., 2014; Hooijberg et al., 2014). La concentracion
sérica/plasmatica de Fe desciende rapidamente en respuesta a la inflamacion, tanto en
animales como en personas (Kemna et al., 2005; Ganz y Nemeth, 2009; Chikazawa y
Dunming, 2016; Fraenkel, 2017). Se trata de un importante mecanismo de defensa por
parte del hospedador, debido a que este elemento es esencial para la virulencia y replicacion
bacterianas. De hecho, se ha descrito una concentracion anormalmente baja en una gran
variedad de procesos patoldgicos, asociados con invasién microbiana, lesién tisular y
proceso inflamatorio (Borges et al., 2007). El descenso es tan rapido, que se produce
durante las primeras 24 h del comienzo de la inflamacion (Andersen et al., 2012), siendo
incluso este cambio mas precoz que el experimentado por las APPs (Hultén et al., 2002;
Jacobsen et al., 2005; Borges et al., 2007; Andersen et al., 2012).

Si bien en la presente investigacion no se han observado diferencias significativas
en las concentraciones séricas de Fe entre caballos control y con Theileria, posiblemente
debido a la gran variabilidad individual de los caballos infectados, los valores minimos de
Fe (44 y 129,0 pg/dl) correspondieron a animales de los grupos T-A y T-B de forma
respectiva. Ademas, cuando se seleccion0 a tres animales del grupo T-A con las APPs mas
elevadas (SSA, Hp y FIB), se vio que estos individuos tenian niveles de Fe en suero
inferiores (113,0 pg/dl) al resto de los integrantes del grupo T-A (160 pg/dl). Podria
sugerirse que, el animal con los valores mas bajos, estaria en el inicio de la inflamacion
inducida por Theileria, ya que se ha visto que las concentraciones de Fe se elevan unas 24-

48 h tras concluir la inflamacion (Andersen et al., 2012).

Hay una serie de factores que se deben tener en cuenta cuando se usa la
concentracion de Fe como marcador de inflamacion sistémica, tales como edad,
administracion o elevacion enddgena de corticoides, hemdlisis (tanto in vitro como in
vitro), enfermedad hepatica y suplementacién de Fe (Borges et al., 2007). Varios de estos

factores podrian haber concurrido en algunas yeguas del grupo T-A, fundamentalmente
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hemolisis y leve lesion hepética, segin los marcadores de lesion y funcidn hepética. De
hecho, se ha descrito que, a menudo, los caballos con patologia hepatica y/o hemdlisis
tienen una concentracion de Fe elevada, a pesar de la inflamacién (Borges et al., 2007). Si
esto fuera asi también en nuestros caballos, la concentracion de Fe podria enmascarar la

magnitud del proceso inflamatorio.

En general, cabe destacar que, debido a que el déficit de Fe es extremadamente raro
en el caballo, una analitica con niveles bajos de este mineral, debe llevar a pensar en
inflamacion. Ademas, de forma individual, el descenso de la concentracion de Fe fue util
para detectar animales con theileriosis y con un mayor grado de alteraciones laboratoriales
(correlacion significativa negativa entre Fe y BIL, NEU, CREAT, CK, AST, LDH, PLT,
TPT).

Se ha confirmado un aumento de FERR en perros con desordenes hemoliticos,
neoplasias y enfermedades hepaticas (Friedrichs et al., 2010; Chikazawa et al., 2013;
Bottari et al., 2016; Martinez-Subiela et al., 2016). En personas, la FERR ha recibido una
atencion especial en los ultimos afios, al considerar que podria ser un marcador potencial
de pronostico en pacientes criticos (Bennett et al., 2011; Piagnerelli et al., 2013; Tacke et
al., 2016; Tonial et al., 2017). En el caballo, no obstante, el papel de la FERR como APP
es dudoso (Smith et al., 1986; Hyyppa et al., 2002). Mas recientemente, Dondi et al. (2015),
en caballos hospitalizados por patologias digestivas, observaron que la FERR disminuia en
14, y aumentaba en 17 de los 54 pacientes estudiados. Estos Gltimos autores, si encontraron
que los caballos que no sobrevivieron tenian concentraciones superiores de FERR en
comparacion con los sobrevivientes. Por otro lado, describieron correlaciones de la FERR
con el numero de GB, correlacion que los autores interpretaron como que la FERR podria
ser una APP en caballos con inflamacién (Dondi et al., 2015). En nuestro caso, en caballos
PRE con theileriosis, por el contrario, la FERR no fue diferente entre caballos infectados y
control, si bien se han encontrado correlaciones con otros parametros, como GR (-0,501),
LINF (-0,453), GLU (-0,427) y LDH (-0,460). Por tanto, nuestros resultados no nos

permiten afirmar que la FERR actué como APP en la APR de caballos con theileriosis.
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Serian necesarias mas investigaciones para elucidar el papel de la FERR cuando coexisten

estados inflamatorios y hemoliticos en el caballo.

La capacidad de union al Fe (bien total o TIBC; bien no saturada, UIBC), se han
utilizado en el estudio del metabolismo férrico en perros (Marchetti et al., 2010; Caro et
al., 2013; Silvestrini et al., 2014; Zaldivar-Lopez et al., 2014; Bottari et al., 2016) y caballos
(Brommer et al., 2001; Brosnahan et al., 2012; Assenza et al., 2016). Los estudios
realizados en personas, han demostrado que los valores de TIBC o de UIBC se reducen en
respuesta a un proceso inflamatorio (Hoeger et al., 2015; Lukaszyk et al., 2015). De igual
modo, Furlanello et al. (2005), en perros con babesiosis, documentaron que, de los 23
perros estudiados, 11 tuvieron valores bajos de TIBC, y el resto de los animales mostré
datos dentro el rango de referencia. Ningun perro mostro valores elevados para TIBC. Estos
resultados coinciden con los presentados por otros autores, en perros con procesos
inflamatorios de etiologia variada (Baker et al., 1988; Lilliehdok et al., 1998; Silvestrini et
al., 2014).

En nuestra investigacién los valores de UIBC fueron superiores en el grupo T-A
que en el grupo control. Ademas, se ha observado que, las yeguas del grupo T-A con
valores de 3 APPs mas elevadas (SAA, Hp y FIB) tuvieron concentraciones superiores de
UIBC (350,7 vs. 244,2 ug/dl), al contrario de lo esperado en funcion de los articulos
publicados para perros y personas, en los cuales, como se ha citado en el parrafo anterior,
la inflamacidn conduce a un descenso de TIBC. Hay que tener en cuenta que en nuestra
investigacion, se ha medido la capacidad insaturada, no la total (UIBC vs TIBC). No
obstante, ambos parametros tienen una estrecha relacion, ya que los valores de UIBC
derivan de los datos de TIBC menos la concentracion sérica de Fe (Assenza et al., 2016).
Recientemente, se han evaluado las concentraciones de UIBC en perros y vacas con
patologias parasitarias (de Cezaro et al., 2016; Schmidt et al., 2016). En estos animales,
una concentracion reducida de Fe junto con valores altos de UIBC se han interpretado como
una situacion de deficiencia de Fe funcional, que se intenta compensar con la movilizacion
de las reservas férricas, dando lugar a un capacidad incrementada de transporte de Fe y por

tanto, datos elevados de UIBC (Weiss, 2011). El déficit de Fe en perros con Ancylostoma

169



Rocio Rodriguez Gonzalez-Miranda

se atribuyo a la lesion causada por los parésitos en la mucosa intestinal, con una pérdida
activa de sangre desde los capilares lacerados. En vacuno, no obstante, de Cezaro et al.
(2016), no encontraron diferencias en los valores de UIBC entre animales no parasitados y

aquellos que tenian alta y baja carga parasitaria, a nivel digestivo y pulmonar.

El hallazgo de que las tres yeguas del grupo T-A tuvieran valores de UIBC
superiores al resto del colectivo T-A, junto con una tendencia no significativa a datos
superiores en las yeguas del grupo T-A frente a grupo control (252,1 vs. 209,2 ug/dl)
podrian sugerir una movilizacion de las reservas de Fe en estos animales, como mecanismo
de defensa frente a una pérdida crénica de sangre. De hecho, hemos encontrado una
correlacion significativa negativa entre UIBC y Fe (-0,401). Se podria especular que estos
animales habrian tenido un mayor expolio por parte de las garrapatas, vector de la
theileriosis. Esta sugerencia, no obstante, no se ha podido comprobar en nuestra
investigacion, ya que no se ha llevado a cabo un recuento de la carga de garrapatas. Por
otro lado, todos los animales estaban desparasitados del mismo modo frente a
endoparasitos y ectoparasitos, si bien no se puede afirmar que la carga parasitaria fuera
igual en todos los animales debido a factores individuales.

Es de destacar que, en general, la correlaciones de las APPs con los parametros
clinicos y laboratoriales no han sido elevadas. Esto, en nuestra opinion, puede deberse al
hecho de encontrar animales en diferentes fases de la infeccion, posiblemente con

inflamacion de diferente duracidn, al tratarse de un proceso natural, no experimental.

Otro aspecto a considerar es que, en animales con sintomatologia leve, puede existir
inflamacion, a pesar de estar afebriles en el momento del examen clinico. Seria interesante,
en un futuro, evaluar la APR en animales con sintomas mas marcados, para ver si las APPs
podrian tener un mayor valor prondstico. Igualmente, un estudio a realizar en el futuro seria

el examen de la respuesta de las APPs a diversos tipos de tratamientos.

El marcador inflamatorio que tuvo un mayor nimero de correlaciones significativas
con las APPs fue el Fe, con correlaciones negativas con SAA (-0,499), CRP (-0,411), FIB
(-0,417) y UIBC (-0,401). La correlacion entre FIB y Fe ha sido previamente descrita en
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caballos con procesos inflamatorios (Jacobsen et al., 2005; Borges et al., 2007), siendo en
estas publicaciones, una correlacién de baja intensidad, igual que en nuestro caso.
Posiblemente ello se deba a la diferente duracion desde el inicio de la inflamacion.
Igualmente, nuestros datos coinciden con los de otros autores en cuanto a las correlaciones
entre las diversas APPs (Chavatte et al., 1991; Hultén y Demmers, 2002), al encontrar que
los coeficientes de correlacion son bajos. Este hecho no resta importancia clinica al uso de
APPs. Por el contrario, es recomendable el uso seriado de dichos marcadores, y un examen

individualizado de cada caballo afectado.

Por otro lado, numerosos estudios han puesto en evidencia que la APR, no solo
depende de la especie animal, sino de la naturaleza e intensidad del proceso inflamatorio.
Hasta este momento, no se ha habia evaluado la APR causada por Theileria equi en
caballos, siendo el aspecto més relevante de nuestra investigacion. Ademas, algunos
estudios que han inducido inflamacién de forma experimental, generalmente a partir de
una vacunacion, tanto en personas (Verschuur et al., 2004) como en caballos (Andersen et
al., 2012), han evidenciado que existe una notable diferencia interindividual en las
concentraciones de APPs. De hecho, tales diferencias han permitido separar a los
individuos en tres grupos segun su respuesta a la inflamacion: hiperresponsivos,
hiporresponsivos y normorresponsivos y estas mismas diferencias podrian haber ocurrido

en la presente investigacion.
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9.7. CONCLUSIONES

El capitulo | analiza la sintomatologia y los pardmetros laboratoriales (eritrograma,
leucograma, bioquimica sérica, perfil de coagulacion, concentracion de APPs y otros
marcadores de inflamacion y metabolismo férrico) en caballos PRE infectados de forma
natural por Theileria equi, divididos en dos grupos (yeguas en pastoreo; n=16; caballos en
entrenamiento y sementales, en estabulacion; n=7), frente a un grupo control (n=10). Las

principales conclusiones son las siguientes:

Primera. La sintomatologia mostrada por los animales ha sido de intensidad muy leve,
compatible con un estado de portador cronico subclinico. Sin embargo, el momento de
aparicion de la sintomatologia (primavera y verano), cuando esta presente el vector, hace
pensar en una reinfeccion, si bien de intensidad baja, posiblemente asociada al estado de

premunidad del hospedador.

Segunda. Los sintomas y las alteraciones laboratoriales, dentro de su baja intensidad,
fueron mas evidentes en las yeguas en pastoreo en comparacion con los machos
estabulados, bien debido a un menor contacto de éstos ultimos con el vector, bien a un

control veterinario mas exhaustivo al estar en entrenamiento.

Tercera. La anemia fue el signo clinico y laboratorial méas constante, en parte derivado de
hemolisis, como reflejan las concentraciones elevadas de bilirrubina en el grupo de las
yeguas infectadas frente al control. La hiperbilirrubinemia no parece estar asociada a
disfuncidn y/o lesion hepatica, ya que los analitos hepaticos estuvieron dentro de los limites

normales, si bien podria haberse debido en parte a la anorexia.

Cuarta. Las yeguas en pastoreo presentaron alteraciones laboratoriales en la hemostasis
primaria y secundaria, afectando fundamentalmente a las vias intrinseca y comun de la
coagulacién (trombocitopenia y un incremento de la duracion del tiempo de protrombina),

sin presentar sintomatologia asociada.
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Quinta. La respuesta inflamatoria a la infeccion, en general, fue de intensidad muy leve,
observandose solamente diferencias entre grupos en las concentraciones de la proteina C

reactiva, si bien hay que destacar la gran variacion interindividual.

Sexta. Algunos animales, concretamente varias yeguas en pastoreo, mostraron indicios
laboratoriales mas evidentes de inflamacion, con valores elevados del numero de
neutrofilos, y concentraciones superiores a las normales de amiloide sérico A, proteina

reactiva C, haptoglobina y fibrin6geno e inferiores de hierro.
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9.8. RESUMEN

Caracteristicas clinicas y laboratoriales, incluyendo proteinas de fase aguda, en
caballos de Pura Raza Espafiola positivos a Theileria equi.

Introduccion. La theileriosis equina es una enfermedad transmitida por garrapatas causada
por el protozoo apicomplexa intraeritrocitario, Theileria equi. Es un parasito comun en las
zonas templadas y con una seroprevalencia elevada en el sur de Espafia. Los
hemoprotozoos de otras especies animales, como Babesia canis en perros y Theileria
annulata en vacas, inducen una respuesta inflamatoria o de fase aguda. Este aspecto aun

no se ha demostrado en el caballo.

Obijetivos. 1) Caracterizacion clinica y laboratorial en caballos Pura Raza Espafiola (PRE)
positivos a Theileria equi, pertenecientes a una zona endémica; 2) Evaluar si la infeccion
por Theileria produce una respuesta de fase aguda y si la intensidad de dicha respuesta esta

correlacionada con la sintomatologia y con los parametros laboratoriales.

Hipdtesis de partida. 1) Que, debido a que los animales pertenecen a una zona endémica,

la sintomatologia y las alteraciones laboratoriales seran de baja intensidad; 2) Que los
sintomas y las alteraciones laboratoriales serdn mas intensos en animales en pastoreo en
comparacion con animales en estabulacién, por una mayor probabilidad de contacto con el
vector; 3) Que la infeccion por Theileria equi dara lugar a una respuesta inflamatoria con
alteraciones en las concentraciones de las proteinas de fase aguda.

Material y métodos. Se han incluido 33 caballos PRE, pertenecientes a una misma

ganaderia y divididos en tres grupos, caballos positivos a Theileria equi y con
sintomatologia asociada (n=23) y caballos control, C (n=10). Los caballos infectados, a su
vez, se dividieron en dos grupos, grupo T-A (n=16), formado por yeguas en pastoreo y
grupo T-B (n=7), integrado por machos estabulados. Para evitar la influencia del sexo, el
grupo C también se diferencid entre yeguas y machos (n=5 hembras en pastoreo; n=5

machos en estabulacion), pero como no se hallaron diferencias significativas entre sexos
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en los parametros estudiados, todos los animales del grupo C se procesaron conjuntamente.
Se realiz6 un examen clinico completo y se tom0 una muestra de sangre venosa, para
analisis hematoldgicos, bioquimicos sericos, hemostasis secundaria (tiempo de
protrombina y el tiempo de tromboplastina parcial activada), y proteinas de fase aguda:
amiloide sérico A (SAA), proteina C reactiva (CRP), haptoglobina (Hp) y fibrindgeno
(FIB). Finalmente, se introdujeron en el estudio diversos parametros asociados al
metabolismo férrico, como hierro (Fe), ferritina (FERR) y capacidad de unién del hierro
no saturado (UIBC).

Resultados. Los sintomas mas comunes fueron, en el grupo T-A, anorexia o cambios en el
apetito (93,75%), anemia (81,25%), ictericia (50%) y depresion (50%) y, en el grupo T-B,
reduccion del rendimiento (71,43%) y depresion (50%). En comparacion con el grupo C,
el grupo T-A mostré valores superiores de frecuencia respiratoria (FR), volumen
corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, concentracion de hemoglobina
corpuscular media, bilirrubina total, fésforo, (TPT), CRP y UIBC, e inferiores del nimero
de glébulos rojos, concentracion de hemoglobina, valor hematdcrito y nimero de plaguetas
(PLT). El grupo T-B, en comparacidon con el C, presentd valores superiores de FR, nimero
de linfocitos, creatinina y lactato deshidrogenasa (LDH) e inferiores de HTO y PLT. Se ha
encontrado una gran variabilidad individual en la respuesta de fase aguda, con 3 animales
del grupo T-A con valores notablemente elevados de SAA, CRP y Hp, junto con unos

niveles muy bajos de Fe.

Conclusiones. La infeccion natural por Theileria equi indujo sintomatologia, cambios
laboratoriales y una respuesta inflamatoria de intensidad leve a moderada en caballos PRE
de una zona endémica, de mayor intensidad en animales en pastoreo. Se detect6 una gran
variabilidad interindividual en la respuesta de fase aguda a la infeccién causada por el

parasito.

Palabras clave. Bioquimica sanguinea. Caballos. Hematologia. Respuesta de fase aguda.

Theileria equi.
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9.9. S UMMARY

Clinico-pathological characterization including acute phase proteins in pastured and
stabled Andalusian horses naturally infected by Theileria equi

Background. Equine theileriosis is a tick-borne disease of Equidae caused by the
intraerythrocytic apicomplexa protozoa, Theileria equi. This parasite has a high prevalence
in temperate areas, including the south of Spain. The hemoprotozoan of other animal
species, such as Babesia canis in dogs and Theileria annulata in cows lead to an acute
inflammatory response. This response has not been evaluated in horses with theileriosis

yet.

Objectives. 1) To describe clinical and laboratorial signs in Andalusian horses naturally
positive to Theileria equi from an endemic area; 2) To assess whether the infection by
Theileria equi induces an acute phase response and whether the intensity of such response

is correlated with the intensity of the clinical signs and the laboratorial parameters.

Hypotheses to check. 1) Because horses belong to an endemic area, clinical signs and

laboratorial findings would be of low intensity; 2) Clinical signs and laboratorial alterations
would be more evident in pastured animals compared to stabled ones, because of the higher
probability of contact with the vector in pastured animals; 3) Infection by Theileria equi

would promote an inflammatory response with alterations in acute phase proteins.

Material and methods. A total of 33 Andalusian horses of a same farm was studied,

divided into two groups: positive a Theileria equi, with associated clinical signs (n=23) and
a control group C (n=10). Infected animals were further divided into group T-A (n=16),
formed by mares in pasture and group T-B (n=7) formed by stabled stallions. In order to
avoid the influence of gender, group C was formed by 5 mares at pasture and 5 stallions
stabled. Because no significant differences were found between mares and males in the
group C, all the data were processed together. All the animals were subjected to a clinical

examination and a venous blood sample was taken in order to assess hematology, serum
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biochemistry, secondary hemostasis (activated partial thromboplastine and prothrombine
times), acute phase proteins (serum amyloid A SAA,; C reactive protein CRP; haptoglobin
Hp; fibrinogen FIB) and parameters of iron metabolism, iron (Fe), ferritine (FERR), and

unsaturated iron binding capacity (UIBC).

Results. The most common clinical signs in group T-A were anorexia or changes in
appetite (93.75%), anemia (81.25%), icterus (50%) and depression (50%) and in the group
T-B, a reduction in performance (81.25%) and depression (50%). Compared to the group
C, group T-A showed higher values of respiratory rate (RR), mean corpuscular volume,
mean corpuscular hemoglobin, mean corpuscular hemoglobin concentration, total
bilirrubin, phosphorus, CRP, TPT and UIBC, and lower values of the number of red blood
cells, hematocrit and number of platelets (PLT). The group T-B compared to C, had higher
values of RR, number of lymphocytes, creatinine and lactate dehydrogenase and lower of
hematocrit and PLT. A huge interindividual variability was found, with three animals of
the group T-A having notably high concentrations of SAA, CRP and Hp and low serum

ion concentrations.

Conclusions. Natural infection by Theileria equi in horses from an endemic area was
associated with mild to moderate clinical signs, laboratorial changes and an inflammatory
response of low intensity, being more evident in pastured animals. However, a great
interindividual variability was found in the acute response to the inflammation caused by

the parasite.

Key words. Acute phase response. Blood biochemistry. Hematology. Horses. Theileria

equi.
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10. ESTUDIO 11

Estudio Epidemiolodgico, Clinico,
Laboratorial, Diagndstico y de
Tratamiento en Caballos Afectados por
Theileria equi en Andalucia

205



Rocio Rodriguez Gonzalez-Miranda

206



Caracterizacion clinico-laboratorial de la infeccion por Theileria equi en el caballo

10.1. INTRODUCCION

En los Gltimos afios, se han llevado a cabo numerosos estudios que han analizado
los factores de riesgo para la infeccion por Theileria equi en el caballo, generalmente de
forma simultanea a las investigaciones epidemioldgicas. Entre los més interesantes, sobre
todo porque se han realizado en zonas de climatologia similar a la nuestra, tenemos los
efectuados por Kouam et al. (2010), en Grecia, Abutarbush et al. (2012) en Jordania,
Steinman et al. (2012) en Israel, Piantedoti et al. (2014) y Zanet et al. (2017), en el sur de
Italia, Guidi et al. (2015) en el sur de Francia, Bartolomé del Pino et al. (2016) en la zona
central y sur de Italia, Davitkov et al. (2016) en el centro de los Balcanes, Ferreira et al.
(2016) en Brasil y particularmente, Garcia-Bocanegra et al. (2013). Este altimo estudio se
ha llevado a cabo en la misma zona que nosotros, en Andalucia. El objetivo comun de todas
estas investigaciones fue la identificacion de los factores de riesgo, para intentar reducir la
incidencia y las consecuencias clinicas de la infeccion. El establecimiento de los factores
de riesgo relativos a la infeccion para cada tipo de piroplasma, y de forma especifica para
una zona determinada, es esencial para el desarrollo y mejora del disefio de programas de
control y prevencién, para mantener la salud de los animales y limitar las futuras

consecuencias econdémicas derivadas de la patologia.

Con ello se persigue la implementacién de programas de control especificos,
basados en factores de riesgo locales conocidos, con la adopcion de practicas adecuadas,
incluyendo el control de garrapatas, el uso de la tierra y el adecuado manejo de los équidos.
Tales medidas preventivas ayudarian a limitar las intervenciones farmacoldgicas,
ventajosas tanto para los équidos como para reducir la probabilidad de establecer
resistencia parasitaria. Aungue existen tratamientos profilacticos y terapéuticos para la
piroplasmosis equina, los efectos secundarios de estas intervenciones pueden conducir a
complicaciones graves como hepatotoxicidad y nefrotoxicidad (Donnellan y Marais,
2009).

Este segundo capitulo se basa en la identificacion de factores de riesgo (divididos

en factores intrinsecos al animal, como especie, raza, sexo, edad...; condiciones
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ambientales y zona, como temperatura, momento del afio, en estabulacién o en paddocks,
numero de animales afectados en la explotacion...; condiciones asociadas al vector, control
de garrapatas...). Ademas, se ha intentado conseguir informacion acerca de los sintomas
clinicos que se identifican méas frecuentemente, los métodos diagnosticos y los tratamientos
que usan de forma rutinaria los veterinarios clinicos de équidos de Andalucia. Para
conseguir estos datos, hemos enviado cuestionarios a veterinarios de las provincias de Jaén,

Cordoba, Sevilla, Mélaga, Cadiz y Huelva.

Con todo ello, queremos tener una idea mas amplia sobre el manejo de los casos de

theileriosis equina en la clinica de campo en Andalucia.
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10.2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Este segundo capitulo se basa en las respuestas a un cuestionario enviado a
veterinarios de caballos de Andalucia. Los objetivos concretos que se persiguen son los

siguientes:

Primero. Establecer cuales son los factores de riesgo mas comunes en caballos con
theileriosis en Andalucia. Si bien esto se ha evaluado previamente, hay que tener en cuenta
que se han hecho a partir de caballos seropositivos, pero no clinicamente afectados. En
nuestro caso, estos factores de riesgo, divididos en grupos (intrinsecos al caballo, de manejo
y ambientales y por presencia de vectores), se han analizado en caballos enfermos y que

han requerido un tratamiento médico.

Sequndo. Evaluar cuales son las alteraciones laboratoriales mé&s comunes en
caballos infectados por Theileria equi en Andalucia. Estos caballos presentaban
sintomatologia evidente, lo suficiente como para que el propietario consultara con su
veterinario, por lo que, en principio, la infeccion deberia ser de mayor intensidad que la

encontrada en los caballos del estudio I.

Tercero. Describir cuales son los procedimientos de diagnéstico y las opciones
terapéuticas utilizadas mas comunmente en Andalucia en animales con sintomatologia de

theileriosis.
Las hipotesis de partida son:

Primera. Que la encuesta revelara que, el mayor nimero de animales que
requirieron tratamiento médico, fueron o jévenes o geriatricos, en convivencia con otros
caballos, en pastoreo o con acceso a paddocks con hierba y durante los meses de primavera

y verano.
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Segunda. Que el método diagnostico de predileccion de los veterinarios clinicos
sera la serologia, frente al método PCR, posiblemente debido a los diferentes costes

econémicos.

Tercera. Que los tratamientos mas usados por los veterinarios serén el dipropionato

de imidocarb y/o la buparvaguona.
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10.3. REVISION BIBLIOGRAFICA

En la presente revision bibliografica, se van a describir los resultados de estudios
que han evaluado los factores de riesgo para la infeccion por Theileria equi en el caballo,
divididos en dos grandes bloques, aquellos factores asociados al animal y los derivados de

las condiciones ambientales y practicas de manejo.

10.3.1. Factores de riesgo intrinsecos al animal
10.3.1.1. Especie animal

Dentro de las especies de équidos, se han observado diferencias significativas en
seroprevalencia. En Grecia, se observo una seroprevalencia significativamente mayor de
piroplasmosis en mulas en comparacién con caballos (Kouam et al., 2010). Segun los
autores, este hallazgo podria estar asociado al manejo, mas que a la especie en si. Las
mulas, permanecian mas tiempo al aire libre, al estar ocupadas en actividades agricolas,
principalmente en el transporte diario de madera del bosque. Esta exposicion prolongada
al bosque, con mucho pasto, probablemente aumentaria la probabilidad de picaduras de

garrapatas.

Igualmente, en burros, también se ha observado una seroprevalencia mayor que en
caballos (Piantedosi et al., 2014), debido a una exposicion mas intensa a las garrapatas sin
tratamientos de desinfeccion ni de control. Por tanto, tanto las mulas como los burros,
parecen ser mantenidos en unas condiciones de vida al aire libre que les hace ser mas
susceptibles. En nuestro conocimiento, no se ha estudiado si las mulas y burros mantenidos
en las mismas condiciones de manejo que los caballos, siguen mostrando esta mayor

seroprevalencia.
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10.3.1.2. Raza

Diversas investigaciones han mostrado patrones de seroprevalencia diferentes entre
razas. Asi, los caballos de raza arabe (Sevinc et al., 2008), los cuarto de milla y las razas
locales (Steinman et al., 2012), se identificaron como especialmente susceptibles de
contraer piroplasmosis. Probablemente, la mayor prevalencia en estas razas venga dada por

las diferencias en las practicas de manejo, como acceso a pastoreo y proximidad a vacuno.

Otros autores, como Bartolomé del Pino et al. (2016), encontraron diferencias
significativas entre las razas italianas y las razas cruzadas, con una posibilidad 3,57 y 2,51
veces superior a presentar seropositividad en comparacion con razas importadas. Estas
diferencias fueron justificadas por los autores por el tipo de manejo. Muchos de los caballos
de raza importada eran caballos de deporte, que suelen permanecer mas tiempo en
estabulacion y menos expuestos a las garrapatas. No obstante, otros autores han postulado
que, estas diferencias no se deben solo a las condiciones de manejo, sino que, por el
contrario, existen diferencias en sensibilidad entre las diversas razas (Sevinc et al., 2008;
Steinman et al., 2012). También se ha sugerido que las razas cruzadas suelen ser mas
sensibles, mientras que las razas locales de zonas endémicas se encuentran mejor adaptadas

a su entorno (Zanet et al., 2017).

En el estudio realizado sobre la diversidad genética del complejo mayor de
histocompatibilidad en burros, relacionado con la resistencia a la piroplasmosis equina, los
autores defendieron que dicha resistencia se asociaba a los efectos de la cria, asi como a
los diferentes origenes genéticos de las poblaciones estudiadas, en lugar de la seleccion
genética conducida por parasitos (Vranova et al., 2011).

10.3.1.3. Sexo

El sexo se ha identificado como un factor de riesgo en numerosos estudios (Shkap
etal., 1998; Riiegg et al. 2007; Moretti et al., 2010; Guidi et al., 2015). Se ha indicado que

los sementales presentan una menor prevalencia y es menos probable que contraigan la
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enfermedad. Esto posiblemente se deba a la circunstancia de que los sementales se
mantienen generalmente en estabulacion, en vez de permanecer pastando libremente. Por
el contrario, dos estudios, uno realizado en Mongolia y el otro en Turquia (Sevinc et al.
2008; Munkhjargal et al. 2013), encontraron significativamente un mayor nimero de
animales seropositivos dentro del grupo de los caballos machos. Posiblemente estos datos
sean un reflejo de las diferentes condiciones de cria y estabulacion en estos paises, asi como

a las practicas de manejo especificas de género (Bartolomé del Pino et al., 2016).

En el estudio de Bartolomé del Pino et al. (2016), se analizaron las diferencias en
prevalencia entre machos y hembras, siguiendo un modelo multivariable, en el cual las
hembras mostraron un coeficiente de probabilidad (OR, ‘Odds ratio’) de 1,86 para la
seroprevalencia de Theileria equi. Estos resultados coincidieron con los presentados
previamente por Moretti et al., (2010).

En el caso de las hembras, ademas, se ha detectado como factor de riesgo, el periodo
de lactancia, estresante e inmunosupresor (Piantedosi et al., 2014). Durante la transicion de
la gestacion a la lactancia, el repentino aumento de la demanda de nutrientes para la
produccidn de leche causa alteraciones metabdlicas asociadas con supresién inmune y una
mayor incidencia de enfermedades infecciosas en animales de granja (Carbonneau et al.,
2012). Durante este periodo, gran parte de la energia del animal se destina hacia la
produccion lactea, con la consiguiente reduccion de energia para el sistema inmune,
circunstancia que se traduce en una capacidad de lucha inferior frente a agentes patégenos
(Collard et al., 2000).

10.3.1.4. Edad

La edad también ha sido evaluada como un factor de riesgo de seropositividad para
los animales. Los animales mas longevos presentan un indice de seropositividad superior,
resultado que se justifica en base a una exposicion mas prolongada a las garrapatas

vectoriales y a la condicion de portadores cronicos en caballos infectados, es decir, la
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persistencia de anticuerpos (Karatepe et al., 2009; Kouam et al., 2010; Steinman et al.,
2012; Garcia-Bocanegra et al., 2013; Munkhjargal et al., 2013; Vieira et al., 2013;
Rapoport et al., 2014).

De este modo, la seroprevalencia de Theileria equi aumenta con la edad,
encontrandose un coeficiente de probabilidad de 2,59 en los caballos de edad superior a los
12 afios (Bartolomé del Pino et al., 2016), resultado que se ha interpretado como un estado
de infeccidn crénica, que condiciona una positividad acumulativa. Sin embargo, en esta
misma investigacion, el coeficiente de probabilidad de la infeccion, determinada mediante
la positividad en la técnica PCR decrecio con la edad, al contrario de lo que habian resefiado
investigaciones previas llevadas a cabo en Mongolia (Riiegg et al., 2008) e Israel (Steinman
et al., 2012). Las circunstancias que determinan la presencia del parasito en sangre
(prevalencia en PCR vs. seroprevalencia) a lo largo de la vida del caballo, no se conocen
bien. Los datos diferentes en cuanto al coeficiente de probabilidades entre las dos técnicas
bien pueden venir dados por la sensibilidad de las mismas o bien por factores varios que

influencien la relacion hospedador-parasito, que se modifiquen con la edad del caballo.

Segun el estudio realizado por Dos Santos et al. (2013), los potros menores de seis
meses mostraron una mayor frecuencia de seropositividad frente a Theileria equi en
comparacion con los otros grupos de edad. Esto puede explicarse en parte por la presencia
de anticuerpos maternos, que pueden persistir durante 3 a 5 meses (Donnelly et al., 1980;
Heuchert et al., 1999). Los animales de 6 a 12 meses presentaron en este estudio un 87,5%
(n = 28) de seropositividad frente a Theileria equi. La ausencia de anticuerpos maternos en
este grupo sugiere que la primera infeccion por Theileria equi tuvo lugar entre 6 y 12 meses
0 menos, ya que no hay inmunidad pasiva con una duracién superior a los 6 meses. A partir
de entonces, la frecuencia de seropositividad permanecio estable, sin aumento significativo
en animales mayores de 10 afios, 85,42% (n = 170). Esto indicaria que, los animales que
una vez infectados con Theileria equi, siguen siendo portadores durante toda su vida
(Friedhoff, 1982; De Waal, 1992), siendo depdsitos importantes de este hemoprotozoo para
las garrapatas vectoriales (Ueti et al., 2008). Una seroprevalencia superior al 75%,
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encontrada en animales de 6 a 12 meses de edad, reflejaria una estabilidad enzodtica para

Theileria equi en las microrregiones estudiadas (Mahoney y Ross, 1972).

10.3.1.5. Estado sanitario y nutricional

La desparasitacion se considera un factor protector frente a los parasitos, incluido
Theileria equi (Zanet et al., 2017). Numerosas investigaciones han reflejado que las
vacunaciones y desparasitaciones seriadas, asi como el control de insectos en las
explotaciones, son practicas de buen manejo, que pueden reducir la exposicion al vector y
la aparicion de la theileriosis (Dos Santos et al., 2008; Moretti et al., 2010; Garcia-
Bocanegra et al., 2013; Vieira et al., 2013; Guidi et al., 2014; Zanet et al., 2017).

Las explotaciones sin programa de vacunacion también mostraron una
seroprevalencia més elevada frente a theileriosis en caballos en Andalucia, en comparacion
con aquellas explotaciones que seguian calendarios de vacunacion anual (Garcia-
Bocanegra et al., 2013). Los programas de vacunacion en équidos en Espafia generalmente
incluyen la inmunizacidn contra el herpesvirus equino de los serotipos 1y 4, el virus de la
gripe equina y el tétanos, pero no contra piroplasmas equinos. El efecto inmunodepresor
de otras enfermedades en animales no vacunados o las deficientes practicas de manejo en
explotaciones sin programas de vacunacién, podrian ser el origen de estos resultado
(Garcia- Bocanegra et al., 2013). Asimismo, la falta de tratamientos de desparasitacion en
rumiantes mantenidos en pastoreo, hace méas probable la propagacién de las garrapatas,
aumentando el riesgo de piroplasmosis para los équidos que convivan en estos pastizales
(Garcia-Bocanegra et al., 2013; Zanet et al., 2017).

El estado nutricional de cada animal también es un factor de riesgo a tener en
cuenta. Un estado nutricional suboptimo ha sido relacionado con una seroprevalencia
significativamente superior (Piantedosi et al., 2014). La interaccion entre nutricion y

funcién inmune es bien conocida, de modo que un estado nutricional incorrecto podria
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conducir a una respuesta inmune insuficiente, aumentando el riesgo de enfermedades

infecciosas (Goff, 2006; Ingvartsen y Moyes, 2013).

10.3.2. Factores de riesgo asociados a las condiciones ambientales y practicas de

manejo
10.3.2.1. Caracteristicas del medio ambiente

El climay los bi6topos de la regién mediterranea son especialmente favorables para
varias especies de garrapatas, los principales vectores implicados en la transmision de la
piroplasmosis (Dermacentor, Hyalomma y Rhipicephalus spp.). En el estudio realizado por
Guidi et al. (2015) sobre la seroprevalencia y distribucion de la piroplasmosis en el sur de
Francia, se realiz6 un muestreo de las garrapatas de la zona para investigar la prevalencia
de la enfermedad y la diversidad del vector (Chastagner et al., 2013). Estos investigadores
buscaron garrapatas en caballos que se encontraban en pastoreo durante las primaveras de
2007-2008 y 2010. Se recogieron un total de 406 garrapatas adultas, pertenecientes a 6
especies diferentes: Rhipicephalus bursa (n = 258), Rhipicephalus sanguineus (n = 117),
Rhipicephalus turanicus (n = 4), Rhipicephalus pusillus (N = 11), Dermacentor marginatus
(n = 14), y Hyalomma marginatum (n = 2) (Chastagner et al., 2013). Todas estas especies
son vectores potenciales para la piroplasmosis equina. En el estudio de Guidi et al. (2015),
sin embargo, los caballos seropositivos a cualquiera de los piroplasmas, no siguieron un
patron geogréafico. Este resultado fue considerado sorprendente, ya que un estudio previo
habia mostrado una distribucién geografica en la misma zona de estudio en otras
enfermedades transmitidas por garrapatas, como la anaplasmosis (Anaplasma
phagocytophilum) (Leblond et al., 2005). Guidi et al. (2015) justificaron sus resultados en
base a la uniformidad ecologica de la zona estudiada, a diferencia de otros estudios, que
incluyeron zonas climéticas diferentes (Kouam et al., 2010; Moretti et al., 2010; Garcia-

Bocanegra et al., 2013).
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Las garrapatas son muy sensibles a las condiciones locales de los nichos ecoldgicos
(Halos et al., 2010), por lo que dependen en gran medida de las condiciones climaticas de
la zona, de la altitud y de la presencia de animales de los cuales alimentarse. Los factores
climaticos, tales como temperatura, humedad y lluvia, influyen en el hébitat de las
garrapatas (Young y Leitch, 1981; Chilton y Bull, 1994). Andalucia se caracteriza por un
clima mediterraneo y las regiones occidentales tienen una humedad media y temperaturas
medias menos extremas que las observadas en las regiones central y oriental (CMA, 2010).
Estas condiciones climaticas caracteristicas pueden favorecer la supervivencia de las
garrapatas en el medio ambiente. La presencia de garrapatas es el Unico factor de riesgo
asociado de manera significativa con Theileria equi (Garcia-Bocanegra et al., 2013).
Aunque las garrapatas no se recogieron directamente de los équidos en el estudio citado, si
que se pudieron aislar e identificar las principales especies de vectores implicadas en la
transmision de piroplasmosis en Andalucia (Dermacentor, Hyalomma y Rhipicephalus
spp.) (Garcia-Bocanegra et al., 2013).

Los niveles de seroprevalencia y de PCR-positividad para la piroplasmosis equina
podrian venir determinados por las caracteristicas abioticas y bidticas y sus interacciones,
que afectan a la poblacién de garrapatas y consecuentemente al nivel de exposicién a los
patdgenos. El clima, el microclima, la humedad, la temperatura del suelo y el tamafio de
poro, la altitud, la presencia o ausencia de urbanizaciones, la adaptacion de las garrapatas
a nuevos ambientes y finalmente la presencia del huésped también han sido considerados
como factores de riesgo (Pfaffle et al., 2013), en relacion con la distribucién de garrapatas,
la abundancia y el comportamiento. Todos estos factores son esenciales para el

mantenimiento constante de vectores y parasitos (Scoles y Ueti, 2015).

La cobertura de la tierra ha sido otro factor de riesgo analizado en la piroplasmosis
equina. Se ha observado una seropositividad mas elevada en animales que habitan en zonas
mixtas, es decir, sin un predominio de una categoria particular de cobertura del suelo, asi
como en areas con mas de un 75 % de cobertura forestal (Dos Santos et al., 2011). En un
modelo multivariado para la seropositividad de Theileria equi, la cobertura del suelo fue

nuevamente una variable significativa, con un coeficiente de probabilidad del 0,42 en
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terrenos con un 50-75% en comparacion con la categoria de terreno con mas de un 75% de
bosque (Piantedosi et al., 2014). Estos resultados coinciden con los presentados por
Vanwambeke et al. (2010), quienes sugirieron que los campos arables o zonas de bosques
rodeados de tierras agricolas tienen un impacto favorable en el control de enfermedades
transmitidas por vectores, en contraposicion a aquellos terrenos con un alto porcentaje de
tierras forestales, probablemente debido a un ambiente menos adecuado para la presencia

de garrapatas en el primer tipo de cobertura de tierra, relacionado con su uso agricola.

La asociacion de la altitud con la seropositividad a Theileria equi muestra que
altitudes crecientes podrian reducir la probabilidad de infeccidn de caballo (Dos Santos et
al., 2011). Esto puede explicarse por la interferencia climatica en el ciclo del vector de
garrapatas en altas altitudes. En estas zonas, las caracteristicas del clima suelen ser mas
durasy por lo tanto, es méas dificil la supervivencia de las garrapatas (Davitkov et al., 2016).

En un area endémica para la theileriosis equina y de estabilidad enzodtica para
Theileria equi, los caballos importados desde otras regiones e incluso de paises no
endémicos, sin infeccidn previa, pueden sufrir un proceso agudo, mientras que el resto de
équidos de la explotacién pueden carecer de sintomatologia, debido al contacto repetido
con el vector y al estado de portadores asintomaticos adquirido (Garcia-Bocanegra et al.,
2013).

10.3.2.2. Instalaciones y explotaciones

El pastoreo ha sido considerado como factor de riesgo importante en diversos
estudios, sin encontrar una predisposicion racial (Moretti et al. 2010; Steinman et al. 2012;
Rapoport et al., 2014; Ribeiro et al., 2016). Segun esos estudios, los caballos en pastoreo o
en zonas pantanosas durante el dia mostraban un coeficiente de riesgo 2,1 y 4,5 superior a

ser seropositivo para Babesia caballi y Theileria equi, respectivamente.

Los animales mantenidos en instalaciones al aire libre tienen una probabilidad mas

elevada de encontrarse expuestos a las garrapatas, aumentando el riesgo de infeccion. El
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pastoreo y el uso de los caballos para el trabajo agricola, aumenta las posibilidades de
contacto directo con los vectores, por lo que numerosas investigaciones han destacado su
importancia como factores de riesgo (Kouam et al., 2010; Moretti et al., 2010; Abutarbush
etal., 2012; Rapoport et al., 2014; Ribeiro et al., 2016).

También se ha descrito que trabajar o convivir con vacas esta asociado con un
resultado seroldgico positivo, como se describié en Brasil (Heuchert et al., 1999). Esto se
debe al hecho de que las garrapatas tienen capacidades limitadas de dispersion y su
presencia depende de la abundancia de los huéspedes apropiados. Otros estudios también
han revelado que, la poblacidn de garrapatas Ixodes era superior en zonas de pastizales,

donde también se encontraban vacas en pastoreo (Léger et al., 2013).

En un estudio realizado en Grecia se observé que la presencia de perros con
garrapatas dentro del paddock aumentaba el nivel de seroprevalencia, debido a que se
favorecia la presencia del vector, parte fundamental de la transmision de la enfermedad
(Kouam et al., 2010). En este estudio, ademas, se observo que el frecuente movimiento de
caballos entre centros deportivos e hipédromos de diferentes regiones de Grecia favorecia

un nivel de seroprevalencia superior.
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10.4. MATERIAL Y METODOS

10.4.1. Disefio del cuestionario

El estudio se realiz6 utilizando un disefio basado en cuestionarios, que fueron
enviados a veterinarios dedicados a la clinica equina de las provincias de Cdrdoba, Sevilla,
Huelva, Cadiz y Jaén; mediante correo electronico, de tal manera que ellos solo tenian que
rellenar los cuestionarios y volver a reenviarlos por correo electrénico. Primero se contacto
con cada uno de ellos telefonicamente para solicitar su colaboracion con la recogida de

informacidn, y una vez conformes, se les envié el cuestionario.

El problema que hemos tenido es que no todos los compafieros a los que se les ha
enviado el cuestionario han llegado a rellenarlo y reenviarnoslo. Los veterinarios dedicados
a la clinica equina, trabajan la mayor parte del dia en el campo y cuando vuelven a casa,
les resulta complicado revisar sus casos clinicos de piroplasmosis. Ademas, un gran
namero de ellos no lleva un registro de pacientes ni anotan los resultados de sus
exploraciones. Por tanto, ha habido una colaboracién mucho menos intensa de lo esperado
y si bien, en un principio, estos clinicos aceptaron la participacién en el estudio, con

posterioridad no reenviaron los cuestionarios rellenos.

Los cuestionarios eran individuales para cada caballo, de tal manera que cada
veterinario tenia que rellenar un cuestionario por cada caso clinico de theileriosis. El
cuestionario se dividié en cuatro secciones: (1) caracteristicas del caballo, manejo y
condiciones medioambientales, (2) caracterizacion clinica, (3) métodos de confirmacion
diagnostica y (4) procedimiento terapéutico. Las variables recogidas se enumeran en la
Tabla 27. Se indico que rellenaran estos cuestionarios para los pacientes que habian tenido
(y de los que habia registro de sintomatologia, diagnostico y tratamiento) en los ultimos 3
afios (de 2014 a 2017).
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Tabla 27. Informacién solicitada en el cuestionario en cada una de los secciones

Seccidn

Variable especifica preguntada

Seccion 1. Caracteristicas del caballo,

manejo y condiciones medio-ambientales

Raza del caballo

Edad del caballo

Sexo del caballo

Uso del caballo

Manejo del animal
Localizacién geografica
Caballo importado
Caracteristicas ambientales

Control de garrapatas

Seccién 2. Caracterizacion clinica

Fecha inicio de los sintomas
Caballos afectados de la explotacion
Motivo de la consulta

Exploracion fisica

Seccién 3. Métodos de confirmacién

diagnostica

Hematologia
PCR
Bioquimica
Serologia

Hallazgos importantes que recuerdes

Seccion 4. Procedimiento terapéutico

Tratamiento utilizado
Duracién del tratamiento

Evolucion del caso
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10.4.2. Analisis estadistico

Se trata de un andlisis descriptivo, por lo que los datos se presentan, tanto como
porcentajes del nimero total de cuestionarios respondidos de forma completa como en
namero absoluto.
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10.5. RESULTADOS

De los 55 cuestionarios enviados, se han recibido completados de forma casi

completa 37.

10.5.1. Datos relativos a los animales infectados

Solo se han recibido cuestionarios relativos a caballos, sin referencia a otros tipos
de équidos, como burros 0 mulos. La distribucion por razas se presenta en la figura 1. Como
se puede apreciar en esta figura, la mayor parte de los caballos fueron PRE (40,54%),
seguidos por cruzados (29,73%), Hispanoarabes Ha y Angloarabes Aa, 13,51%, ambos y

finalmente, un caballo de deporte espafiol CDE, 2,70%.
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Figura 1. Distribucion por razas de los caballos infectados por Theileria equi (datos

obtenidos mediante cuestionarios a veterinarios de équidos de Andalucia)

La distribucién por sexos se muestra en la figura 2. Como se puede observar, el
namero superior correspondié a los machos enteros (n=16; 43,24%), seguidos por las

hembras (n=14; 37,84%) y finalmente por machos castrados (n=7; 18,92%).

223



Rocio Rodriguez Gonzélez-Miranda

Distribucion por sexo
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Figura 2. Distribucion por sexo de los caballos infectados por Theileria equi (datos

obtenidos mediante cuestionarios a veterinarios de équidos de Andalucia)

En relacion a la edad, se han diferenciado 4 grupos de edad: <6 afios, entre 6 y 10
afios, entre 11 y 15 afios y mas de 15 afios. La distribucion por edades se muestra en la
figura 3. El porcentaje superior de animales correspondié al grupo con edades
comprendidas entre 6 y 10 afios (59,46%), seguido por los animales menores de 6 afios
(16,22%) y entre 11 y 15 afios (16,22%) (Figura 3).
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Distribucion por grupos de edad
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Figura 3. Distribucion por grupos de edad de los caballos infectados por Theileria equi

(datos obtenidos mediante cuestionarios a veterinarios de équidos de Andalucia)

Ninguno de los animales era importado. Su uso se presenta en la figura 4. La
mayoria eran caballos de paseo (n=17; 45,95%), seguido de deporte (n=12; 32,43%) y
reproduccion (n=8; 21,62%).
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Figura 4. Distribucion por uso de los caballos infectados por Theileria equi (datos

obtenidos mediante cuestionarios a veterinarios de équidos de Andalucia)
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10.5.2. Datos de manejo y ambientales

En la figura 5 se muestra la distribucién por provincias. La mayor parte de los
animales provinieron de las provincias de Sevilla (n=15; 40,54%) y Cordoba (n=11,;
29,73%).

Distribucion por provincias
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Figura 5. Distribucion por provincias de los caballos infectados por Theileria equi (datos

obtenidos mediante cuestionarios a veterinarios de équidos de Andalucia)

Los meses en los que se diagnosticé la theileriosis mas cominmente fueron: junio
(n=9; 24,32%), mayo (n=7; 18,92%) y julio (n=6; 16,22%). En general, todos los
diagnosticos se llevaron a cabo dentro de los meses marzo a octubre. Ningun diagnéstico

se efectud entre noviembre y febrero, como se muestra en la figura 6.
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Figura 6. Distribucion por meses en los que se realizo el diagndstico de los caballos
infectados por Theileria equi (datos obtenidos mediante cuestionarios a veterinarios de

équidos de Andalucia)

En las figuras 7 y 8 se muestran las condiciones ambientales (temperatura ambiental
y humedad relativa) en los meses en los que se realizaron los diagndésticos de theileriosis.
Como valores medios de todos los meses (marzo a octubre), tenemos los siguientes:
temperatura ambiental, 33,51+4,919 °C (valores maximo y minimo, 40,00 y 20,00 °C) y
humedad relativa, 24,19+18,58% (valores maximo y minimo, 85y 10%).
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Figura 7. Temperaturas medias durante los meses en los que se realizo el diagndstico de

los caballos infectados por Theileria equi (datos obtenidos mediante cuestionarios a

veterinarios de équidos de Andalucia)
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Figura 8. Humedades relativas medias durante los meses en los que se realizo el

diagndstico de los caballos infectados por Theileria equi (datos obtenidos mediante

cuestionarios a veterinarios de équidos de Andalucia)

La mayoria de los casos fueron pacientes aislados (n=35; 94,60%). Solamente en

dos casos (5,40%) estuvieron afectados mas de 1 caballo del mismo lugar.
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En la figura 9, se muestran los caballos que estaban estabulados (n=23; 62,16%)
frente a los que estaban en paddocks o bien tenian acceso frecuente a pastoreo (n=14;
37,84%).

Estabulacion vs pastoreo

M Estabulacién

W Pastoreo

Figura 9. Manejo de los caballos infectados por Theileria equi (datos obtenidos mediante

cuestionarios a veterinarios de équidos de Andalucia)

En cuanto al control de garrapatas realizado en las explotaciones, en un 54% de las
explotaciones se realizaba control de garrapatas mediante la aplicacion de compuestos
fendlicos®® en las cuadras y la pulverizacion de cipermetrina®® sobre las animales que

estaban en pastoreo.

10.5.3. Caracteristicas clinicas de los animales infectados

En la figura 10, se muestran los motivos iniciales de la consulta. Como se puede
apreciar, las causas mas comunes de consulta fueron los sintomas digestivos (colico; n=15;

40,54%), seguidos de apatia y depresion (n=11; 29,73%). Otros sintomas menos comunes

19 Zotal ®
20 Barricade ®, Zoetis AR
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fueron respiratorios (13,51%) y menos frecuentes, neurolégicos (5,405%) y dificultad para

poner/mantener peso (segun propietario, ‘no engorda’) (5,402%) (Figura 10).
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Figura 10. Motivo de la consulta en los caballos infectados por Theileria equi (datos

obtenidos mediante cuestionarios a veterinarios de équidos de Andalucia)

A continuacion, se presentan los sintomas encontrados en el examen clinico de los

caballos infectados por Theileria equi, segun indicaron los cuestionarios (Tabla 28).
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TABLA 28. Frecuencia de aparicion de los sintomas en caballos infectados por

Theileria equi (datos obtenidos mediante cuestionarios a veterinarios de équidos de

Andalucia)
Sintomas clinicos NuUmero de animales Porcentaje de
afectados animales afectados
Inapetencia 34/37 91,89%
Pérdida rendimiento-cansancio 34/37 91,89%
Fiebre 32/37 86,49%
Depresion 31/37 83,78%
Mucosas palidas 31/37 83,78%
Ictericia 30/37 81,08%
Edemas 11/37 29,73%
Petequias 9/37 24,32%
Hemoglobinuria 7137 18,97%

La localizacion de los edemas fue la siguiente: prepucio (45,46%), extremidades

(27,27%), prepucio y extremidades (18,18%) y parte ventral del abdomen (9,09%).

10.5.4. Procedimientos diagnosticos

En la figuras 11 y 12 se muestran los animales en los que, como parte del
procedimiento diagnostico, se llevd a cabo un examen hematologico y bioquimico
sanguineo (en el 78,38% y 37,84% de los animales, se realizaron una hematologia y una

bioquimica sanguinea bésica, respectivamente).
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Uso diagndstico del analisis hematolagico

B Analisis hematoldgico

B No andlisis hematoldgico

Figura 11. Uso de la hematologia como método de diagndstico complementario en
caballos infectados por Theileria equi (datos obtenidos mediante cuestionarios a

veterinarios de équidos de Andalucia)

Uso diagndstico del analisis bioquimico sérico/plasmatico

m Andlisis bioquimico

m No andlisis bioquimico

Figura 12. Uso de la bioquimica plasmatica/sérica como método de diagnostico
complementario en caballos infectados por Theileria equi (datos obtenidos mediante

cuestionarios a veterinarios de equidos de Andalucia)

Con respecto a los métodos utilizados para el diagnostico fueron, por orden de
frecuencia: prueba de reaccion de la polimerasa, PCR (51,52%), técnica de
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inmunofluorescencia indirecta, IFI (27,27%), analisis inmunoenzimatico, ELISA (18,19%)

e identificacion del parésito en frotis sanguineo (3,03%) (Figura 13).
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Figura 13. Método especifico de diagndstico en los caballos infectados por Theileria
equi (datos obtenidos mediante cuestionarios a veterinarios de équidos de Andalucia)

10.5.5. Procedimiento terapéutico seguido en los animales infectados

En la figura 14 se muestra la quimioterapia utilizada para tratar la theileriosis. Un
54,05% de los animales recibieron imidocarb, 40,54% buparvaquona, 2,71%
oxitetraciclina 'y 2,71% una combinacién de imidocarb con oxitetraciclina y

sulfatrimetoprim (Figura 14).
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Figura 14. Quimioterapia especifica en los caballos infectados por Theileria equi (datos

obtenidos mediante cuestionarios a veterinarios de équidos de Andalucia)

Un total de 36 animales (97,30%) recibieron un tratamiento de soporte. El

tratamiento de soporte se muestra en la tabla 29.

TABLA 29. Tratamiento de soporte en caballos infectados por Theileria equi (datos

obtenidos mediante cuestionarios a veterinarios de équidos de Andalucia)

Tratamiento de soporte NUmero de animales Porcentaje
Suplementos vitaminicos varios 26/36 72,22%
Red cell* 14/36 38,88%
Duphalyte?? 11/36 30,60%
Antiinflamatorios no esteroideos 6/36 16,67%
Transfusion sanguinea 2/36 5,57%
Hierro 1/36 2,78%
Fluidoterapia 1/36 2,78%

2IRed cell, VetNova®. Composicidn: Zinc, cobalto, cobre, colina, dimetilglicina, glicina, hierro, inositol, I-

carnitina, manganeso, vitaminas A, B1, B2, B5,B6, C, D3y E

22Duphalyte, Zoetis ES®. Composicion: Vitaminas grupo B, electrolitos, aminoécidos y dextrosa
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La duracidn total del proceso hasta la recuperacion completa se presenta en la figura
15.
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Figura 15. Duracion del proceso en los caballos infectados por Theileria equi (datos

obtenidos mediante cuestionarios a veterinarios de équidos de Andalucia)

Finalmente, el prondstico del proceso se muestra en la figura 16. Un 94,60% de los
animales tuvo una evolucion favorable, un 2,70% experimento recivida y un 2,70%, mostré

una evolucion mala que concluyd con el fallecimiento del paciente.
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Figura 16. Evolucion del proceso en los caballos infectados por Theileria equi (datos

obtenidos mediante cuestionarios a veterinarios de équidos de Andalucia)
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10.6. DISCUSION

En este segundo capitulo se realiza un estudio descriptivo, en el cual se evalGan los
diversos factores de riesgo de la infeccion clinica por Theileria equi en caballos en
Andalucia. Estos factores de riesgo se han divididos en factores intrinsecos al animal, como
especie, raza, sexo, edad; condiciones ambientales y zona, como temperatura, momento del
afio, en estabulacién o en paddocks, mas animales afectados en la explotacion; condiciones
asociadas al vector, control de garrapata. También, se ha intentado conseguir informacion
acerca de los sintomas clinicos que se identifican méas frecuentemente en Andalucia,
diferenciando entre el motivo de la Ilamada del propietario y los sintomas que encuentran
los clinicos al evaluar al animal, los métodos diagnosticos y los tratamientos que usan de
forma rutinaria estos clinicos de équidos de nuestra comunidad autonoma. Con todo ello,
hemos intentado proporcionar datos sobre el manejo de los casos de theileriosis equina en

la clinica de campo en Andalucia.

10.6.1. Datos relativos a los animales infectados

En relacion a la raza de los caballos, el porcentaje superior correspondié a caballos
PRE. Este dato posiblemente sea un reflejo de la frecuencia de cada raza en Andalucia.
Segun el censo de la Asociacion Nacional de Criadores de Caballos Espafioles (ANCCE),
el 42% del censo nacional de caballos PRE se encuentra en Andalucia, es decir, de los
186.095 caballos censados en esta Comunidad Autdnoma, 75.731 son PRE, representando
un 40,69% de la poblacion equina andaluza. Es decir, en Andalucia el 40,69% de los
caballos censados son PRE, por lo que los datos obtenidos a través de las encuestas se
encuentran acorde con los datos de las razas de caballos censadas en Andalucia. Por tanto,
no se puede asegurar que esta raza presente una mayor sensibilidad, sino que al ser una
raza mayoritaria en Andalucia, el porcentaje de infeccion seria un reflejo directo de la

poblacién equina PRE.
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El nimero de machos infectados (43,24%) fue superior al de las hembras (37,84%).
Diversos autores han descrito que el sexo no parece ser un factor de riesgo para las
infecciones por Theileria equi en caballos (Kouam et al., 2010; Grandi et al., 2011; Farkas
et al., 2013; Garcia-Bocanegra et al., 2013). No obstante, muchos autores indican una
seroprevalencia superior en yeguas (Sevinc et al., 2008; Kouam et al., 2010). Nosotros
pensamos que el hecho de que el nimero de machos infectados haya sido mayor que el de
las hembras, puede ser debido a que los machos se encuentran en estabulacion y no tienen
un contacto repetido con el vector que les haga presentar un estado de portadores
asintomaticos. De este modo, cuando salen de las cuadras para trabajar o dar paseos pueden
infectarse al entrar en contacto con las garrapatas, y como no tienen desarrollada una
inmunidad, esto desencadenaria la enfermedad. Otro factor a considerar es que, los machos,
si son reproductores, posiblemente estén mas vigilados por parte del propietario que las
hembras. Sin embargo, como luego se comentard, el uso primario de estos caballos era el
paseo, seguido de la actividad deportiva, por lo que no creemos que esta Gltima hipotesis

haya tenido demasiada relevancia en nuestros resultados.

En cuanto a la edad, los animales que presentaron, segln las encuestas, mayor
incidencia de sintomatologia clinica fueron aquellos situados en un rango de edad
comprendido entre los 6 y los 10 afios. Diversos estudios han observado que los animales
de mayor edad presentaban un indice de seropositividad superior (Karatepe et al., 2009;
Kouam et al., 2010; Steinman et al., 2012; Garcia-Bocanegra et al., 2013; Munkhjargal et
al., 2013; Vieira et al.,, 2013; Rapoport et al., 2014). Por el contrario, algunas
investigaciones no han hallado correlaciones significativas entre seropositividad y edad de
los animales (Grandi et al., 2011; Farkas et al., 2013; Garcia-Bocanegra et al., 2013),
resultados éstos ultimos que parecen mas acordes con los nuestros. Ninguno de estos
autores evalud la seroprevalencia en los diversos grupos de edad en funciéon de datos
demogréaficos. No disponemos de informacion sobre la distribucién de edad de la cabafia
equina andaluza, por lo que no se puede afirmar si, los caballos entre 6-10 afios tuvieron
verdaderamente una mayor incidencia de infeccién o fue un reflejo de un nimero superior

de animales dentro de este grupo. No obstante, también hay que tener en cuenta que esta
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edad representa un grupo de caballos adultos, maduros, con numerosas prestaciones, por

lo que su uso para paseos y para deporte es elevado en este momento de su vida.

Dentro del uso del caballo, el porcentaje superior de animales con clinica de
theileriosis correspondié a paseo (45,95%), seguido de uso deportivo (32,43%) vy
reproduccion (21,62%). Creemos que estos resultados pueden asociarse al hecho de que, al
salir al campo, los caballos tienen méas riesgo de entrar en contacto con las garrapatas,
principalmente en la época primaveral que es cuando la temperatura ambiental es mas

agradable para los paseos y cuando la poblacion de garrapatas posiblemente sea mayor.

10.6.2. Datos de manejo y ambientales

Las provincias de las que hemos recogido un porcentaje superior de casos fueron
Sevilla y Cordoba. Estos resultados, sin duda, vienen muy condicionados por la
colaboracion de los veterinarios de estas provincias. Sin embargo, se asume que es la
provincia de Huelva seguida de la de la zona norte de la provincia de Sevilla las que
muestran un ndmero superior de casos, segun la experiencia clinica de los veterinarios.
Desgraciadamente, pocos veterinarios de Huelva han rellenado los cuestionarios, si bien
las comunicaciones telefénicas con veterinarios que ejercen su clinica en diversas
provincias destacan con frecuencia estas dos zonas como las de mayor incidencia clinica
de piroplasmosis. Pensamos que esto se puede explicar por los condiciones ambientales de
estas dos zonas, de climatologia no tan dura como la zona del Guadalquivir ni tan suaves
como zonas costeras. Los factores climaticos, tales como temperatura, humedad y la lluvia,
son condicionantes esenciales en el habitat de las garrapatas (Young y Leitch, 1981,
Chilton y Bull, 1994).

Todos los diagnosticos clinicos se llevaron a cabo dentro de los meses de marzo a
octubre, coincidiendo con las épocas en las que hay una mayor presencia de garrapatas. El
clima y los biétopos de la region mediterranea son especialmente favorables para varias

especies de garrapatas, los principales vectores implicados en la transmision de la
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piroplasmosis (Dermacentor, Hyalomma y Rhipicephalus spp.). Las garrapatas son muy
sensibles a las condiciones locales de los nichos ecoldgicos (Halos et al., 2010), por lo que
dependen en gran medida de las condiciones climaticas de la zona, de la altitud y de la
presencia de animales de los cuales alimentarse. En estos meses, la temperatura ambiental
media fue de 33,51+4,919 °C y la humedad relativa es de 24,19+18,58%. Estas condiciones
climaticas podrian favorecer la supervivencia de las garrapatas en el medio ambiente. La
presencia de garrapatas fue el Unico factor de riesgo asociado de manera significativa con

Theileria equi en el estudio realizado por Garcia-Bocanegra et al. (2013) en Andalucia.

La mayor parte de los animales sintomatoldgicos permanecian en estabulacién
(n=23) frente a los que estaban en paddock o en pastoreo (n=14). Lo que cabria esperar,
era que los animales en pastoreo tuvieran una incidencia clinica mayor al estar en contacto
con las garrapatas de manera mas estrecha, y de hecho, numerosos estudios han destacado
su importancia como factor de riesgo (Kouam et al., 2010; Moretti et al., 2010; Abutarbush
et al., 2012; Rapoport et al., 2014; Ribeiro et al., 2016). No obstante, estas condiciones de
manejo también facilitan la aparicion de portadores asintomaticos. Los caballos
estabulados al no estar en contacto continuo con el vector, cuando salen a dar paseos o a
entrenar si tienen uso deportivo, pueden tener riesgo de picaduras de garrapatas que

provoquen la infeccion.

Aunqgue en el 54% de las explotaciones de los caballos infectados se realizaba
control de garrapatas, probablemente no result6 efectivo. Quizas no se realizé de manera
adecuada, es decir no se pulveriz6 a los animales antes de la salida al campo para los paseos,
sino que se pulverizé a algunos animales cuando observaron garrapatas para que se

desprendieran del animal, con lo cual el animal ya habria sufrido una picadura de garrapata.
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10.6.3. Caracteristicas clinicas de los animales infectados

Las caracteristicas clinicas descritas en los cuestionarios pueden quedar englobadas
dentro de las establecidas como forma aguda de la enfermedad. Parece ser el curso mas
comun y se manifiesta con sintomas no especificos, tales como fiebre, que puede superar
los 40°C, disminucion del apetito, pérdida de peso y edemas periféricos (Zobba et al., 2008;
Rothschild, 2013; Tamzali, 2013; Wise et al., 2013; 2014).

Las causas mas comunes de consulta, es decir, el motivo de llamada del propietario,
segun los cuestionarios, fueron los sintomas digestivos (colico; n=15; 40,54%), seguidos
de apatia y depresion (n=11; 29,73%). Previamente, se han descrito que algunos caballos
pueden presentar sintomas de complicaciones gastrointestinales, incluyendo colico o

impactaciones seguidas de diarrea (Wise et al., 2013).

Sin embargo, cuando el clinico hizo la exploracion del animal, los sintomas mas
evidentes fueron, por orden de frecuencia, inapetencia (91,89%), pérdida de rendimiento
(91,89%), fiebre (86,49%), mucosas palidas (83,78%) e icteria (81,08%). Varias
investigaciones, coinciden en describir encontrar sintomas asociados a anemia hemolitica,
tales como mucosas palidas o ictéricas, taquicardia, taquipnea, debilidad y pigmenturia,
debido a hemoglobinuria o bilirrubinuria (Ambawat et al., 1999; Camacho et al., 2005;
Zobba et al., 2008; Tasaki et al., 2013; Rothschild, 2013; Wise et al., 2013; 2014), e
igualmente coinciden con los sintomas que nosotros hemos descrito en caballos PRE en el
primer capitulo de esta tesis. La fiebre se considera un signo clinico comun de
piroplasmosis equina (Camacho et al., 2005; Zobba et al., 2008; Wise et al., 2013; 2014).
Otras manifestaciones clinicas menos frecuentes incluyen el desarrollo secundario de
neumonia, edema pulmonar, arritmias cardiacas, enteritis catarral, laminitis y afectacion
del sistema nervioso central, con ataxia, mialgia y convulsiones (De Waal y Van Heerden,
2004; Diana et al., 2007; Zobba et al., 2008; Rothschild, 2013; Wise et al., 2013; 2014).

Estos datos clinicos llevan a pensar que, solo la forma aguda de la enfermedad es
la que realmente lleva al propietario a llamar al veterinario para aplicar un tratamiento

médico. Por el contrario, los casos subagudos o crénicos, la gran mayoria de las veces
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pasan desapercibidos, al presentar los animales un estado de portador asintomatico, que

solo cuando hay un compromiso inmunoldgico puede provocar sintomatologia aparente.

10.6.4. Procedimientos diagnosticos en los animales infectados

Como método de diagndstico complementario en caballos infectados por Theileria
equi, se realizé en un 78,38% de los casos el examen hematoldgico, mientras que el uso de
la bioquimica plasmaética/sérica como método de diagnostico complementario solo se
utilizé en un 37,85% de los casos. En nuestra opinion, estos datos se relacionan con el coste
econdmico de las pruebas. La crisis econdmica experimentada por el sector equino en estos
ultimos afios, asi como las limitaciones econdmicas de los propietarios, hace que éstos
deban de reducir los gastos de sus animales y méas aun, en caso de explotaciones. Esta
consecuencia economica, afecta al trabajo de los veterinarios clinicos, los cuales se ven
perjudicados y no siempre se les permite hacer las pruebas necesarias para poder hacer un
buen diagndstico. Todos los veterinarios nos han comentado el problema del coste
econdmico de las pruebas hematoldgicas, bioquimicas asi como de la reaccién en cada de
la polimerasa (PCR) y métodos seroldgicos, como ELISA de competicion (CELISA) o

inmunofluorescencia indirecta (IFI).

Tanto la hematologia como la bioquimica sérica/plasmética son importantes para
evaluar el grado de infeccién de los animales y la posible afectacion de los diversos

sistemas organicos, para poder disefiar de forma correcta una opcién terapéutica.

La prueba més utilizada para la deteccién del parasito, segun los datos de los
cuestionarios fue la PCR. Las pruebas PCR para la deteccion del organismo de interés se
basan en la amplificacion y deteccion de fracciones especificas del ADN. Esta prueba es
muy sensible y hasta ahora se han utilizado tres variantes de PCR para la deteccion de
Theileria equi: PCR en tiempo real (Kim et al., 2008; Bhoora et al., 2010; Alanazi et al.,
2014; Laus et al., 2015; Bartolomé del Pino et al., 2016), PCR anidada y PCR anidada con
hibridacion (Butler et al., 2008; Ferreira et al., 2016; Sumbria et al., 2016; Ayala-
Valdovinos et al., 2017). En todos los casos la variante utilizada ha sido la PCR a tiempo
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real. Esta técnica se basa en la deteccidn del parasito en sangre por lo que es muy eficaz
para los casos agudos. Sin embargo, la aplicacion de estos métodos moleculares para la
deteccion de casos cronicos y portadores, no es demasiado eficaz, ni tampoco fiable, al

estar basados en la deteccion del parasito en sangre (Jaffer et al., 2010).

10.6.5. Procedimiento terapéutico en los animales infectados

Las infecciones por Theileria equi son mas dificiles de tratar que las infecciones
por Babesia caballi (Frerichs et al., 1973; Frerichs y Holbrook, 1974). Existen muchas
combinaciones para el tratamiento y eliminacion del parasito. Ninguna ha demostrado una
eficiencia 100% en cuanto a la eliminacion del parasito, aunque si contra la eliminacién de
formas intraeritrocitarias, culminando la fase clinica. Los farmacos més eficaces son la
buparvaquona y la parvaquona, si bien su uso no esta permitido en nuestro pais, aunque se
pueden conseguir a través de la Agencia del medicamento. El procedimiento consiste en
realizar un escrito con las caracteristicas del caballo y del caso clinico y la Agencia realiza
un envio de buparvaquona. Esto no es conocido por todos los veterinarios, por lo que
utilizan como alternativa la administraciobn de compuestos babesicidas, como el
dipropionato de imidocarb, con una utilidad dudosa, limitada y variable segun los autores
(Kumar et al., 2003; Vial y Gorenflot, 2006; Butler et al., 2008; Grause et al., 2013).

Por ello, segun los cuestionarios, un 54,05% de los animales recibieron imidocarb,
40,54% buparvaquona, 2,71% oxitetraciclina y 2,71% una combinacién de imidocarb con

oxitetraciclina y sulfatrimetoprim.

La buparvaquona es una hidroxi-naftoquinona de segunda generacién, relacionada
con la parvaquona, con caracteristicas novedosas que la convierten en un compuesto
prometedor para la terapia y profilaxis de todas las formas de theileriosis. Ha sido probado
extensamente contra Theileria annulata, Theileria parva y Theileria sergenti. La pauta de
administracion de la buparvaquona es de 2mg/kg administrada en dos dosis separadas 48
h. Cuando se formula como una solucion inyectable al 5% (Butalex®) y se inyecta por via
IM, una dosis de 2,5 mg/kg es altamente eficaz contra Theileria parva (McHardy et al.,
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1985), Theileria annulata (McHardy et al., 1985; Dhar et al., 1986) y Theileria sergenti
(Minami et al., 1985).

El dipropionato de Imidocarb (Imizol®) a una dosis de 4 mg/kg IM, administrado
en 4 dosis separadas 72 h es usualmente un tratamiento eficaz para los signos clinicos de
la infeccion por Theileria equi (Grause et al., 2013). Este régimen de tratamiento también
ha tenido éxito en la esterilizacion completa de algunos casos. El dipropionato tiene
actividad anticolinesterasa, por lo que la administracion del farmaco a menudo conlleva
numerosos sintomas colaterales, tales como sudoracion, agitacion, colico y diarrea
(Adams, 1981; Meyer et al., 2005). Generalmente se trata de sintomas transitorios y
raramente amenazan la vida del paciente. Por tanto, los caballos sometidos a este

tratamiento deben estar en estrecha vigilancia para impedir el desarrollo de complicaciones.

Dado que ambos farmacos son metabolicamente agresivos, se recomienda la
administracion de suplementos vitaminicos y minerales, asi como complementos con Fe,
para favorecer la recuperacion de la anemia. De hecho, en un 97,30% de los casos de
nuestro estudio, se administré una terapia de soporte, correspondiendo el porcentaje mas
elevado a suplementos vitaminicos (72,22%). En un intento de acelerar la recuperacion de
la anemia, los compuestos con Fe han sido el segundo tratamiento de soporte administrado
con mayor frecuencia (Red Cell®; 38,88%). La duracion de la administracion de estos
suplementos vitaminicos y minerales suele ser de un mes, para poder notar una mejoria

clinica.

Ademas, en un porcentaje mas reducido, concretamente un 16,67%, se
administraron antiinflamatorios no esteroideos, posiblemente con el objetivo de controlar
la fiebre y el mal estado general de los pacientes. Nuestros datos, también denotan que, en
Andalucia, las transfusiones sanguineas no son comunes en caballos con theileriosis,

realizandose solo en un 5,57% de los casos.

El pronostico, en general, ha sido favorable (94,60%). Ello puede deberse a dos
motivos, en nuestra opinién. En primer lugar, al ser una zona endémica, los sintomas son

claramente reconocidos por el veterinario y se procede al tratamiento, ain sin confirmacion

244



Caracterizacion clinico-laboratorial de la infeccion por Theileria equi en el caballo

diagndstica, minimizando el riesgo de progresion clinica del animal y empeoramiento del
paciente. Una segunda justificacion es el estado de portador crénico de estos animales,
cuyo estado inmunitario haria que el proceso clinico no fuese més intenso. En todos los
casos, por tanto, con una excepcion, la evolucion después del tratamiento fue favorable. El
unico caballo que murié presentaba una anemia muy severa y unas complicaciones
organicas importantes. Fue uno de los que recibi6 una transfusion sanguinea por el estado
critico que presentaba. En un primer lugar se intentd estabilizar y luego aplicar el
tratamiento con imizol, pero al ser un tratamiento agresivo y el caballo encontrarse en una

situacion muy grave, no fue capaz de soportar el tratamiento.
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10.7. CONCLUSIONES

Este segundo capitulo se basa en la identificacion de factores de riesgo (divididos
en factores intrinsecos al animal, como especie, raza, sexo, edad...; condiciones
ambientales y zona, como temperatura, momento del afio, en estabulacion o en paddocks,
mas animales afectados en la explotacion...; condiciones asociadas al vector, control de
garrapatas...) en el desarrollo de sintomas clinicos en caballos con theileriosis. Ademas se
ha intentado conseguir informacion acerca de los sintomas que se identifican mas
frecuentemente, los métodos diagndsticos y los tratamientos que usan de forma rutinaria
los veterinarios clinicos de équidos de Andalucia. Las principales conclusiones son las

siguientes:

Primera. Los animales afectados con mayor frecuencia fueron, en nuestro estudio, caballos
Pura Raza Espafiola, machos enteros, con edades comprendidas entre 6 y 10 afios y con

uso para paseos Y actividad deportiva.

Segunda. Los casos clinicos se concentraron, fundamentalmente en los meses de mayo a
junio, cuando existieron condiciones ambientales favorables para el vector, y en animales
estabulados, lo cual sugiere un menor desarrollo de inmunidad en estos animales o un

estado de portador asintomatico con reinfeccion posterior.

Tercera. El motivo mas comUn de la consulta por parte del propietario fue el dolor célico.
Sin embargo, los sintomas mas comunes que encontraron los veterinarios en la exploracién
fisica fueron sintomas inespecificos (inapatencia, pérdida de rendimiento, letargia, fiebre,
depresion), junto con anemia y/o ictericia. La presencia de edemas fue menos comun y la

hemoglobinuria aparecié en pocos casos.

Cuarta. Se prefirio el examen hematologico frente al bioquimico tanto como método
complementario de diagndstico. Por otro lado, el método de confirmacion diagnostica mas

usado fue la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa o0 PCR.
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Quinta. El tratamiento elegido preferentemente fue el dipropionato de imidocarb, junto
con un tratamiento de soporte, que fue instaurado en un nimero elevado de animales. La
duracion media del tratamiento fue de 1 a 4 semanas y la evolucion de los casos fue

generalmente favorable.

Sexta. A pesar de que las manifestaciones del proceso fueron agudas, los sintomas no
fueron graves y la respuesta al tratamiento fue muy favorable, necesitando intervenciones
mas intensas, como transfusion sanguinea, en un nimero minimo de casos, datos que
denotan o bien una intervencion medica precoz o un estado de inmunidad por parte de los
pacientes.
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10.8. RESUMEN

Estudio epidemiolégico, clinico, laboratorial, diagnostico y de tratamiento en
caballos afectados por Theileria equi en Andalucia

Introduccion. La theileriosis es una enfermedad endémica en équidos en Andalucia. La
identificacion de los factores de riesgo en una zona determinada, es esencial para el
desarrollo y mejora del disefio de programas de control y prevencion, para mantener la
salud de los animales y limitar las futuras consecuencias econémicas derivadas de la
patologia. Ademas, es importante conocer cuales son los principales sintomas que llevan a
los propietarios a consultar a su veterinario, en base a qué pruebas diagnosticas se lleva a
cabo la confirmacion del proceso y qué protocolos terapéuticos son usados mas

comunmente.

Objetivos. 1) Establecer cuéles son los factores de riesgo para la presentacion clinica de
theileriosis en caballos, que requieren un tratamiento médico, y evaluar la sintomatologia
clinica asociada. 2) Describir cuéles son los procedimientos de diagnostico y las opciones
terapéuticas utilizadas mas comunmente en Andalucia en animales con sintomatologia de

theileriosis.

Hipdtesis. 1) Que se afectaran con mayor frecuencia los animales jovenes o de edad
avanzada, y que la época del afio con mayor incidencia de enfermedad serd primavera y
verano, por la condiciones climatoldgicas que favorecen la presencia del vector; 2) Que el
método diagndstico de predileccidn de los veterinarios clinicos sera la serologia, frente al
método PCR, posiblemente debido a los diferentes costes econdémicos; 3) Que los
tratamientos mas usados por los veterinarios seran el dipropionato de imidocarb y/o la

buparvaquona.

Material y métodos. El estudio se llevd a cabo mediante cuestionarios, que fueron

enviados a veterinarios dedicados a la clinica equina de las provincias de Cdrdoba, Sevilla,
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Huelva, Cadiz y Jaén, mediante correo electronico. Los cuestionarios eran individuales
para cada paciente, de forma que cada veterinario rellend un cuestionario por cada caso
clinico. El cuestionario se dividié en cuatro secciones: (1) caracteristicas del caballo,
manejo y condiciones ambientales (2) caracterizacion clinica, (3) métodos de diagndstico
y (4) tratamiento.

Resultados. Se recibieron un total de 37 cuestionarios completados. La mayor parte de los
caballos que presentaron sintomatologia fueron Pura Raza Espafiola (40,54%), machos
enteros (43,24%), con edades comprendidas entre 6 y los 10 afios (59,46%), y usados para
paseos (45,95%) y actividad deportiva (32,43%). La mayoria de los casos provinieron de
la provincia de Sevilla (40,54%) y durante los meses de mayo (18,92%), junio (24,32%) y
julio (16,22%). Un 62,16% de los animales estaban en estabulacion. Un 54% de las
explotaciones en las que estaban los caballos estudiados, realizaban un tratamiento quimico
de control de garrapatas. EI motivo de la llamada del propietario al veterinario fueron
sintomas colico (40,54%), seguidos de apatia y depresion (29,73%). Con respecto a la
exploracién fisica realizada por los veterinarios, los sintomas mas comunes fueron
inapetencia (91,89%), pérdida de rendimiento o cansancio (91,89%), fiebre (86,49%),
depresion (83,78%), mucosas palidas (83,79%) e ictericia (81,08%). Como parte del
procedimiento diagnoéstico, se llevd a cabo un examen hematoldgico (78,38%) y
bioquimico sanguineo (37,84%). Los dos métodos mas utilizados para la confirmacién
diagnostica, fueron, la prueba de reaccién en cadena de la polimerasa, PCR (51,52%) vy la
inmunofluorescencia indirecta, IFI (27,27%). Los farmacos utilizados mas frecuentemente
para el tratamiento de la theileriosis fueron el dipropionato de imidocarb (54,05%) y la
buparvaquona (40,54%). Un 97,30% de los animales recibieron un tratamiento de soporte,
consistente en suplementos vitaminicos (72,22%), o compuestos con Fe (38,88%). La
duracion media del tratamiento fue de 4 semanas. La evolucion del proceso fue favorable
(94,60%).

Conclusiones. Esta investigacion refleja que, la mayor parte de los casos de theileriosis
equina que requieren tratamiento se producen en los meses en los que se encuentra el

vector, reflejando una infeccion aguda. A pesar de ello, el pronostico es favorable, bien por

249



Rocio Rodriguez Gonzalez-Miranda

una capacidad de diagndstico rapido bien por la respuesta inmune de los animales

provenientes de una zona endémica.

PALABRAS CLAVE. Caballos. Diagnostico. Factores de riesgo. Sintomatologia.
Theileriosis. Tratamiento
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10.9. SUMMARY

Epidemiological, clinical, laboratorial, diagnostic and treatment characteristics
of equine theileriosis in Andalucia

Background. Equine theileriosis is an endemic disease in Andalucia. The identification of
risk factors for the infection in a specific location is of pivotal importance for the
development and improvement of control and prevention programs, in order to keep health
status and to limit economical constrains associated with the disease. Further, it is
important to know the main clinical signs that lead the owners to ask for veterinarian
services, which diagnostic tests are usually used by the equine practitioners and which

therapeutic protocols they follow.

Objectives. 1) To establish risk factors for the clinical presentation of theileriosis in those
horses that require a medical intervention and to assess their clinical signs. 2) To describe
the diagnostic and therapeutic procedures followed more commonly by the equine

clinicians in symptomatic animals in Andalucia.

Hypotheses to test. 1) Young or geriatric animals would be affected more frequently and

the seasons of the year with higher prevalence would be spring and summer, because of
the presence to the tick vector; 2) Predilect diagnostic procedure would be serology, instead
of polymerase chain reaction, PCR, probable because of economic constraints and; 3) The
most used treatment options would be imidocarb propionate and/or buvarpaquone.

Material and methods. The research has been based on questionnaires, sent to equine

clinicians of Cérdoba, Sevilla, Huelva, Cadiz and Jaén by E-mail. Veterinarians completed
a questionnaire for each patient. The questionnaire was divided into four sections: 1)
characteristics of the affected animal, management and environmental conditions; 2)

clinical characteristics; 3) diagnostic methods; 3) therapeutic selections.
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Results. A total of 37 questionnaires were fulfilled. Most of the clinically affected horses
were Spanishbred horses (40.54%), stallions (43.24%), comprised between 6 and 10 years
(59.46%) and used for leisure (45.95%) and sport activities (32.43%). Most of the
questionnaires filled came from Sevilla (40.54%) and the clinical cases happened during
the months of May (18.92%), June (24.32%) and July (16.22%). A 62.17% of the animals
were stabled. The primary complaint of the owners were colic (40.54%), followed by
lethargy and depression (29.73%). The most common clinical sign found in the physical
examination were: reduced performance or fatigue (91.89%), fever (86.49%), depression
(83.78%), pale mucous membranes (83.79%) and icterus (81.08%). Within the diagnostic
protocol, hematological analysis was carried out in a 78.38% and serum/plasma/blood
biochemistry in a 37.84% of the cases. The most used methods for diagnostic confirmation
were PCR (51.52%) and indirect immunofluorescence (27.27%). A 54% of the stables
followed chemical control of tick populations. The most frequently administered drugs
were imidocarb dipropionato (54.05%) and buparvaquone (40.54%). A 97.30% of the
horses required a palliative treatment, consisting in vitamin supplements (72.22%) or/and
iron supplements (38.88%). Mean duration of the treatment was 4 weeks. Evolution of the

disease was good in most of the horses (94.60%).

Conclusions. The current research shows that, most of the clinical cases of equine
theileriosis that require a medical intervention, appears during the months of the year with
active ticks (vector), suggesting an acute infection. Despite that, the prognostic is good,
may be because of an early diagnostic by the veterinarians, or may be because of the

immune response of the animals from endemic areas.

KEY WORDS. Clinical signs. Diagnosis. Horses. Risk factors. Theileria equi. Treatment.
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11. ESTUDIO 111

CASO CLINICO:

Infeccion Subclinica por Theileria equi y
Rabdomiolisis en tres Caballos de
Resistencia
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11.1. INTRODUCCION

Theileria equi y Babesia caballi son dos parasitos hematoprotozoarios,
transmitidos por garrapatas, causantes de la piroplasmosis en équidos. Theileria equi fue
asignada inicialmente al género Babesia, si bien diversos estudios moleculares y la
confirmacion de sus estados pre-eritrocitarios en su ciclo biologico, han hecho que en la
actualidad se la clasifiqgue como Theileria equi (Mehlhorn y Schein, 1998; Camacho et al.,
2005).

Se ha estimado que, aproximadamente un 90% de la poblacién equina mundial vive
en zonas endémicas de piroplasmosis (Wise et al., 2013; 2014). Las zonas endémicas
incluyen numerosas regiones geograficas de Europa, Africa y Asia, si bien el desarrollo de
los transportes y el crecimiento de los mercados internacionales de équidos han
incrementado de forma considerable el riesgo de la introduccion del parasito en paises en
los que previamente no se habia diagnosticado esta enfermedad. Por tanto, la piroplasmosis
en general, y la theileriosis equina en particular, se han convertido en unas enfermedades
preocupantes, debido a la importancia creciente de los desplazamientos de caballos, y por
ello, en los ultimos afios, se ha prestado una enorme atencion al desarrollo de nuevas
técnicas de diagnostico, mas sensibles y fiables (Alanazi et al., 2014; Kumar et al., 2015;
Liu et al., 2016; Sumbria et al., 2016; Ayala-Valdovinos et al., 2017), nuevas modalidades
terapéuticas (Grause et al., 2013; Hines et al., 2015; Omar et al., 2016), e investigacion de
factores de riesgo, encaminados a su control (Kouam et al., 2010; Garcia-Bocanegra et al.,
2013; Piantedosi et al., 2014; Guidi et al., 2015; Bartolomé del Pino et al., 2016; Davitkov
et al., 2016; Ferreira et al., 2016).

Ademas, la theileriosis equina, y en general la piroplasmosis, implican graves
pérdidas econdmicas, debido al coste del tratamiento, particularmente en caballos
infectados, abortos, pérdida de rendimiento, muerte en casos extremos y con mucha
frecuencia, restricciones al cumplimiento de los requisitos de exportacion o participacion

en eventos deportivos ecuestres.
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En el sur de Europa, la infeccion por Theileria equi se considera endémica, siendo
mas comun y frecuente que la producida por Babesia caballi, si bien en muchos casos
ambas pueden cursar de forma asintomatica (Friedhoff et al., 1990; Camacho et al., 2005).
De hecho, se han realizado estudios epidemioldgicos en Portugal (Ribeiro et al., 2013),
Italia (Piantedosi et al., 2014; Laus et al., 2015; Bartolomé del Pino et al., 2016; Zanet et
al., 2017), Grecia (Kouam et al., 2010) y por supuesto, en Espafia (Camacho et al., 2005;
Adaszek et al., 2012; Garcia-Bocanegra et al., 2013).
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11.2. DESCRIPCION DE LOS CASOS

Este tercer capitulo describe tres casos clinicos de caballos de raid o resistencia,
que fueron considerados ‘aptos’ en el examen veterinario previo a una competicion. El
rendimiento anterior habia sido adecuado y los tres animales desarrollaron sintomas agudos
de rabdomiolisis, de intensidad leve a severa, durante el ejercicio. En los tres casos, una

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue positiva a Theileria equi (Figura 17).
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Figura 17. Curva de amplificacion de la reaccidn en cadena de polimerasa de Theileria
equi en caballos (linea roja o linea basal: control negativo; linea violeta: control positivo;

linea azul: muestra positiva) (Eje X: ciclos de PCR; Eje Y: Fluorescencia (Imagen cedida por

el Dr. Bartolomé Garfia, Laboratorio Garfia, Cérdoba, Espafia)

11.2.1. Descripcion del caso 1

El caballo 1 era un semental, PRa (Pura Raza arabe), de 6 afios de edad, que inicio
una competicion de resistencia de 80 km. Previamente habia competido en 6 pruebas sobre
un recorrido de 40 km y una de 80 km, terminando todos ellos de forma correcta. La

competicion en la cual se produjo el caso, se celebré en el mes de marzo, con una
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temperatura media de 17,5°C y una humedad ambiental relativa de 75%. El terreno en el

cual se llevo a cabo la competicion era rocoso, con cuestas de pendiente moderada.

A los 7 km del inicio de la competicion, el caballo desarroll6 una rabdomidlisis
subita, de intensidad moderada, con rigidez muscular y orina de color oscuro. El
propietario, en este momento, decidié abandonar la competicion. El caballo se introdujo en
un trailer y se transport6 hasta el lugar de las inspecciones veterinarias. El transporte duro

unos 30 minutos.

En el momento de la inspeccion, el caballo estaba letargico, con dolor y levemente

deshidratado. Las constantes vitales fueron las siguientes (Tabla 30).

TABLA 30. Parametros clinicos del caballo del caso 1
(FC, frecuencia cardiaca; FR, frecuencia respiratoria; TRC, tiempo de relleno capilar);

en negrita, valores anormales

Pardmetro y unidad Caso 1 Valores de referencia
FC (lat/min) 72 28-44

FR (resp/min) 32 10-24

TRC (s) 1,5 <ls

Para aliviar la sintomatologia, el caballo se introdujo en un box y se le administré
fenilbutazona intravenosa (1V) (4,4 mg/kg) y fluidoterapia (8 | de solucion salina 1V
suplementada con CIK). A los 90 minutos, las constantes vitales se habian normalizado
(FC 42 lat/min; FR 16 resp/min), la orina era clara y el caballo empez6 a mostrar interés
por la bebida y por la comida. El resto de la exploracién clinica (color de las mucosas,

TRC, auscultacion abdominal, pulso digital...) estuvo dentro de los limites normales.

Al final del dia, aproximadamente unas 12 h después del comienzo de la
sintomatologia, se examino de nuevo al caballo. Al encontrarse en buenas condiciones, se
autorizo su desplazamiento de vuelta a su residencia habitual. El transporte tuvo una

duracion aproximada de unas 6 h y el caballo llegé en buenas condiciones.
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Al dia siguiente, el caballo estaba fisicamente normal, pero su veterinario habitual

aprecio las mucosas ligeramente palidas. Por este motivo, asi porque solo recorrio 7 km en

competicion, se le recomendd realizar una analitica, cuyos resultados se presentan en la

tabla 31.

TABLA 31. Resultados analiticos del caballo del caso 1, el dia 1 tras la competicion

(A) y 2 meses después del tratamiento (B)

(HB, hemoglobina; HTO, valor hematdcrito; VCM, volumen corpuscular medio; GB,

glébulos blancos; NEU, neutrdfilos; LINF, linfocitos; MON, monocitos; PLT, plaquetas;

BIL, bilirrubina; BUN, urea; CREAT, creatinina; PPT, proteinas plasmaticas totales;

FIB, fibrindgeno; CK, creatin kinasa; AST, aspartato aminotransferasa; ALP, fosfatasa

alcalina; GGT, y-glutamil transferasa ); en negrita, valores anormales

Pardmetro y unidad A B Rango referencia
HB (g/dl) 10,3 13,3 12,0-14,0
HTO (%) 26,0 39,0 35,0-35,0
VCM (fl) 54,0 52,0 37,0-55,0
GB (103/ul) 11,1 8,74 7,00-13,0
NEU (10%/pl) 7,10 5,50 2,50-7,50
LINF (103/ul) 3,77 3,10 1,50-5,00
MON (103/pl) 0,21 0,12 0,00-0,50
PLT (103/ul) 178 139 100-350
BIL (mg/dl) 2,40 1,10 0,80-1,80
BUN (mg/dl) 40,0 34,0 10,0-35,0
CREAT (mg/dl) 1,60 1,52 0,80-1,80
PPT (g/dl) 6,80 6,60 6,00-7,50
FIB (mg/dl) 800 200 200-400
CK (Ul 10340 277 150-350
AST (UI/) 6320 579 220-440
ALP (UI/) 156,0 145,0 70,0-210
GGT (UIN) 12 14 10-40
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Al encontrarse niveles inferiores a lo esperado para HB y HTO, se solicitd una
prueba PCR, que dio positiva a Theileria equi y negativa a Babesia caballi y Anaplasma
phagocytophilum. Otras alteraciones laboratoriales de este animal, como se aprecian en la
tabla 31, fueron hiperbilirrubinemia, ligera azotemia, y actividades enzimaticas elevadas
de CKy AST.

El caballo se trato con dipropionato de imidocarb (Imizol®, 4,0 mg/kg,
intramuscular 1M, cada 72 h, 4 tratamientos), y con un suplemento oral de vitamina B12,
otras vitaminas y Fe. Durante los dias de tratamiento, el caballo permanecié en un paddock,
con otros caballos. Dos meses después, se volvio a repetir la analitica, hallando que las
alteraciones laboratoriales habian desaparecido (Tabla 31).

11.2.2. Descripcion del caso 2

El caso 2 era una yegua Angloarabe (Aa), de 12 afios de edad, entrenada para
competiciones de resistencia, que tomo parte en una prueba de 160 km. Anteriormente, la
yegua habia participado en varias pruebas de 160 km de forma exitosa. De hecho, habia
competido en el Campeonato de Esparfia correctamente. Por ello, su nivel de forma fisica

era alto.

La competicion se celebr6 en el mes de octubre, con una temperatura media de
21,2°C y con una humedad relativa media de 69,2%. El terreno era rocoso, con pendientes
de intensidad moderada. El jinete describié que la yegua experimentd una parada subita a
los 18 km de iniciar la competicién, rehusando seguir andando. Por ello, se procedié a su

transporte hasta los servicios veterinarios del evento.

En el momento de la exploracidn, la yegua presentaba excitacion, con sintomas de

dolor y ollares dilatados. Las constantes vitales fueron las siguientes (Tabla 32):
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TABLA 32. Parametros clinicos de la yegua del caso 2

(FC, frecuencia cardiaca; FR, frecuencia respiratoria); en negrita, valores anormales

Parametro y unidad Caso 2 Rango de referencia
FC (lat/min) 68 28-44
FR (resp/min) 24 10-24

Como en este momento presentaba un dolor moderado a intenso en la musculatura
glutea a la palpacion, se realizd un diagnostico de rabdomidlisis. Los resultados
laboratoriales de este animal se presentan en la tabla 33.
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TABLA 33. Resultados analiticos de la yegua del caso 2, al llegar a los servicios
veterinarios durante la competicion (A), 3,5 h después del tratamiento (B) y 1,5
meses después (C)

(HB, hemoglobina; HTO, valor hematécrito; VCM, volumen corpuscular medio; GB,
glébulos blancos; NEU, neutrdfilos; LINF, linfocitos; MON, monocitos; PLT, plaquetas;
BIL, bilirrubina; BUN, urea; CREAT, creatinina; PPT, proteinas plasmaticas totales;
FIB, fibrindgeno; CK, creatin kinasa; AST, aspartato aminotransferasa; ALP, fosfatasa

alcalina; GGT, y-glutamil transferasa ) n.d.: no disponible; en negrita, valores

anormales

Parametro y unidad A B C Rango referencia
HB (g/dl) 13,2 11,3 13,5 12,00-14,00
HTO (%) 39,0 32,2 38,0 35,00-45,00
GB (103/ul) 8,32 7,12 8,10 7,00-13,0
NEU (103/ul) 5,50 4,31 5,52 2,50-7,50
LINF (10%/ul) 2,20 2,54 2,12 1,50-5,00
MON (10%/ul) 0,300 0,270 0,260 0,00-0,500
PLT (10%/ul) 170 103 134 100-350
BIL (mg/dl) 1,45 1,20 1,20 0,80-1,80
BUN (mg/dl) 32,0 25,0 28,0 10,0-35,0
CREAT (mg/dl) 1,60 0,90 1,20 0,80-1,80
PPT (g/dI) 7,40 6,30 6,50 6,00-7,50
FIB (mg/dl) n.d. 600 300 200-400
CK (Ul 11320 9320 260 150-350
AST (Ul 5340 7320 350 220-440
ALP (UIN) 200,2 189,5 170,0 70,0-210,0
GGT (Ul/N) 32 25 15 10-40

El tratamiento para este animal consistié en fenilbutazona IV (4,4 mg/kg, 2

veces/dia), y un suplemento con vitamina E y Se. La yegua permanecié en observacion, y

268



Caracterizacion clinico-laboratorial de la infeccion por Theileria equi en el caballo

unas 3,5 h después de la exploracion inicial, miccion6 una orina de color oscuro (Foto 1).

Por ello, se realiz6 una fluidoterapia, administrando 5 I IV de Ringer Lactato.

FOTO 2. Orina en un caballo de raid con rabdomiolisis, al inicio (primera jeringa por la

izquierda) y en respuesta a la fluidoterapia (Imagen cedida por D. Juan Roldan Romero, Equinuvi,

Cordoba, Espafia)

Cinco h después, la orina era de color mas claro y se llevd a cabo una segunda
analitica, cuyos resultados se presentan en la tabla 33 (resultados B). En este momento, el
dolor muscular aln persistia, pero era de menor intensidad. Por la tarde, cuando todos los
caballos habian concluido la competicion, se volvié a examinar a la yegua. EI examen
clinico fue irrelevante, todos los parametros clinicos estaban dentro de la normalidad, y
como el transporte hasta su residencia habitual era corto (menos de 100 km), se considerd

seguro consentir dicho desplazamiento.

A partir de este momento, se efectud un seguimiento del estado de la yegua via
telefénica con el propietario y con el veterinario del animal. Dos dias después, el veterinario
inform6 de que la yegua presentaba anorexia, depresion, fiebre e ictericia. En este
momento, no se llevo a cabo una analitica sanguinea, pero se realizé un analisis PCR,

hallandose resultados positivos para Theileria equi y negativo para Babesia caballi. La
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yegua fue tratada con dipropionato de imidocarb (4,0 mg/kg cada 72 h, 4 tratamientos) y
oxitetraciclina (7,7 mg/kg 1V, cada 24 h, durante 7 dias). La yegua mejoro sustancialmente
y los resultados de la analitica sanguinea, efectuada 1,5 meses después, se muestran en la
tabla 33.

11.2.3. Descripcion del caso 3

El caso 3 era un caballo cruzado, macho castrado, de 7 afios de edad, que competia
en pruebas de resistencia sobre 120 y 160 km. EI animal inicié una competicion de 120
km, durante el mes de abril, con una temperatura ambiental media de 24,3°C y una
humedad ambiental relativa media de 83,4%. La competicion se llevé a cabo en un terreno
rocoso, cerca de la playa y por tanto, la mayor parte del recorrido fue terreno de playa

(arena) y pedregoso-rocoso.

Tras cubrir 16 km, el jinete aprecié que el caballo no tenia un comportamiento
normal, habitual para él en competicion (‘el caballo estaba raro’), de modo que, aunque
continudé en competicion, redujo la velocidad. Después de 5 km maés al trote (21 km de

carrera), el caballo no queria avanzar, por lo que el jinete decidi6 abandonar la competicion.

Cuando el caballo fue examinado por primera vez desde su retirada de la
competicion (unos 20 min después de abandonar), el examen fisico fue irrelevante. Las
constantes vitales, como se muestran en la tabla 34, estaban dentro de los limites normales

para un caballo en competicion.
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TABLA 34. Parametros clinicos del caballo del caso 3 en la primera inspeccion
veterinaria, tras abandonar la competicion

(FC, frecuencia cardiaca; FR, frecuencia respiratoria; TR, temperatura rectal)

Parametro y unidad Caso 3% Rango de referencia
FC (lat/min) 48 28-44

FR (resp/min) 16 10-24

TR (°C) 37,8 37,0-38,3

El caballo permanecio en observacion en un paddock, con acceso a la comida
(heno), a la sombra y 1 h més tarde, empez6 con taquipnea (32 lat/min) y dilatacion de
ollares. En este momento, se encontrd taquicardia (64 lat/min) y comenz6 a mostrar
sintomas de dolor, intentando revolcarse por el suelo. Se realiz6 una exploracion digestiva,
la motilidad intestinal estaba ligeramente reducida, no se evidencié ningun hallazgo
anormal a la exploracion rectal, se encontraron heces duras y secas en el recto y el sondaje
nasogastrico fue improductivo. Los cascos no presentaban dolor, no estaban calientes ni el
pulso digital estaba aumentado. La palpacion profunda de la musculatura glitea mostré un
malestar moderado, se encontr6 una contractura muscular en el miembro pelviano derecho

e inflamacién marcada en la musculatura del miembro pelviano izquierdo (Foto 2).

23 Estos valores se consideraron normales, ya que el caballo acababa de hacer ejercicio (20 min). Los
valores de referencia que se presentan provienen de animales en reposo.
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FOTO 3. Caballo de raid del caso 3. Se observa una contractura en al miembro pelviano
derecho y un aumento de tamafio de la musculatura glutea en el miembro pelviano

izquierdo (Imagen cedida por la Dra. Ana Mufioz Juzado)

La analitica en este momento se presenta en la tabla 35.
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TABLA 35. Resultados analiticos del caballo del caso 3, a la llegada a los servicios
veterinarios, tras su retirada de la competicion (A), dos meses después del tratamiento
(B)

(HB, hemoglobina; HTO, valor hematdcrito; VCM, volumen corpuscular medio; GB,
glébulos blancos; NEU, neutrofilos; LINF, linfocitos; MON, monocitos; PLT, plaquetas;
BIL, bilirrubina; BUN, urea; CREAT, creatinina; PPT, proteinas plasmaticas totales; FIB,
fibrindgeno; CK, creatin kinasa; AST, aspartato aminotransferasa; ALP, fosfatasa

alcalina; GGT, y-glutamil transferasa ); n.d., no disponible; en negrita, valores anormales

Pardmetroy unidad A B Rango referencia
HB (g/dI) 13,20 12,90 12,0-14,0
HTO (%) 37,0 36,0 35,0-35,0
GB (103/ul) 10,32 8,35 7,00-13,0
NEU (10%/pul) 6,90 5,40 2,50-7,50
LINF (10%/ul) 2,80 2,45 1,50-5,00
MON (103/pl) 0,32 0,20 0,00-0,50
PLT (103/ul) 115 167 100-350
BIL (mg/dl) 1,10 0,95 0,80-1,80
BUN (mg/dl) 33,0 29,0 10,0-35,0
CREAT (mg/dl) 1,45 1,05 0,80-1,80
PPT (g/dl) 6,90 6,40 6,00-7,50
FIB (mg/dl) n.d. 330 200-400
CK (Ul 12430 296 150-350
AST (UIN) 7320 540 220-440
ALP (UI/) 123,0 131,0 70,0-210
GGT (Ul 15,0 14,0 10,0-40,0

Con estos resultados de la analitica, se efectud un diagndéstico de rabdomidlisis por
ejercicio, y se inicio el tratamiento, consistente en fenilbutazona (4,4 mg/kg 1V), Se y

vitamina E IV y diazepam (0,25 mg/kg), como relajante muscular. No se administrd
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fluidoterapia. El caballo mejor6, la contractura muscular se redujo durante las 6 h
siguientes, y en este caso, el duefio decidio permanecer en el lugar de la competicidn, en

los servicios veterinarios locales, durante toda la noche.

Al dia siguiente, el caballo estaba letargico, y la anemia era muy evidente a la
exploracion fisica, con mucosas muy palidas. Se realizé un microhematdcrito y se hallé un
valor del 28%. El dolor de la musculatura glatea del miembro pelviano izquierdo y la

contractura en el miembro pelviano derecho aun persistian, pero eran de menor intensidad.

Debido a la anemia, se envio una muestra al laboratorio para una prueba PCR, que
salid positiva a Theileria equi y negativa a Babesia caballi. El caballo se transport6 a su
residencia habitual y su veterinario comenzd el tratamiento para el hemoparéasito,
consistente en dipropionato de imidocarb (4,0 mg/kg, IM, cada 72 h, 4 tratamientos) y
oxitetraciclina (7,7 mg/kg 1V, 1lvez/dia, 5 dias). Dos meses después, el caballo parecia
clinicamente haberse recuperado. Se hizo otra analitica, cuyos resultados se presentan en
la tabla 35 (B), observandose valores de AST aln elevados.
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11.3. DISCUSION

En este capitulo, se describen tres casos de caballos de deporte, concretamente de
raid o resistencia, que desarrollaron una rabdomidlisis al inicio del ejercicio, a pesar de
haber sido entrenados de forma adecuada para recorrer distancias notablemente superiores
a las que recorrieron el dia en el cual presentaron sintomas de rabdomiolisis. En los tres
casos, los duefios y/o jinetes documentaron que los caballos nunca habian tenido una lesion
muscular de este tipo durante el entrenamiento y/o la competicion y un seguimiento
telefénico de los casos, indicé que los caballos 1 y 2 tampoco volvieron a tener
rabdomidlisis en los 6 meses posteriores al evento. No se puede describir el

comportamiento deportivo del caballo 3, por perder el contacto con el propietario.

La enfermedad clinica asociada a piroplasmosis, se caracteriza por fiebre, anemia,
ictericia, hepatomegalia, esplenomegalia, letargia, hemoglobinuria y en casos mas
extremos, muerte (Camacho et al., 2005; Zobba et al., 2008; De Waal, 2012; Rothschild,
2013; Wise et al., 2013; 2014). Parece ser que los caballos son més susceptibles a la
enfermedad clinica que las mulas y burros, y los animales jovenes, igualmente, mas
susceptibles que los adultos (Wise et al., 2013; 2014; Piantedosi et al., 2014; Laus et al.,
2015). La mortalidad es poco comun, con una frecuencia inferior al 10% en animales
endémicos. No obstante, este porcentaje se puede elevar hasta el 50% en caso de
introduccién de animales susceptibles, provenientes de zonas no endémicas, en zonas
endémicas (Camacho et al., 2005; Rothschild, 2013; Wise et al., 2013; 2014). Por el
contrario, los animales de zonas endémicas, generalmente desarrollan un estado de
premunidad, caracterizada por actuar como portadores cronicos. Estos portadores
inaparentes, clinicamente sanos, pueden experimentar recaidas de la enfermedad clinica,
en asociacion a estrés, ejercicio extenuante, inmunosupresion y administracion de
esteroides (Oladosu et al., 1992; Hailat et al., 1997; Wise et al., 2014). Esto no se ha

descrito para Babesia caballi.

En el presente estudio, los tres caballos procedian de zonas endémicas (uno de ellos

de Catalufia, dos de la Comunidad Valenciana), si bien no habian desarrollado sintomas de
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theileriosis, ni habian sido tratados previamente de la misma. No obstante, dos de ellos
(caso 1y caso 2), habian convivido con caballos que si habian tenido y habian sido tratados

de piroplasmosis (informacion aportada por sus veterinarios).

El sintoma inicial y mas evidente de los tres casos, fue rabdomidlisis al inicio del
ejercicio y tras recorrer distancias pequefias, en comparacion con los km sobre los cuales
habian competido previamente de forma exitosa y en comparacion con las distancias sobre
las cuales entrenaban. A pesar de su frecuente aparicion, no existe suficiente informacion
cientifica sobre rabdomidlisis en caballos de raid. Recientemente, Wilberger et al. (2015)
midieron los valores de CK, como indicador de mionecrosis en 151 caballos de raid y
encontraron que un 4% de los caballos terminaron el raid con valores de CK superiores a
los esperados en respuesta al ejercicio de duracion prolongada. Sin embargo, solo varios
animales desarrollaron sintomas clinicos compatibles con rabdomidlisis. McKenzie et al.
(2016) compararon la respuesta metabolica al ejercicio y las caracteristicas musculares en
caballos &rabes de raid divididos en dos grupos, con rabdomidlisis y grupo control. No
hallaron diferencias entre ambos grupos en cuanto a la respuesta al test de ejercicio. Por
otro lado, los caballos del grupo rabdomidlisis, tuvieron caracteristicas musculares
compatibles con mionecrosis (ntcleos mas internos en las fibras maduras, mayor nimero
de agregados citoplasmaticos de glucdgeno y mayor indice de miopatia) en comparacion
con el grupo control, reflejando miopatia cronica. Lo interesante de este estudio es que, no
se encontraron evidencias de miopatias metabolicas o enfermedades musculares por
almacenamiento del gluc6geno como si se ha descrito para otras razas (Isgren et al., 2010;
McCue et al., 2010; Naylor et al., 2012; Maile et al., 2017). Por tanto, si un caballo de raid
experimenta una rabdomiolisis durante una competicion y/o sesion de entrenamiento, en
principio, habria que evaluar la intensidad de dicho ejercicio y la presencia de otros factores
que podrian determinar dicho proceso, mas que pensar en una enfermedad metabdlica

muscular subyacente.

Partiendo de la base de que las rabdomiolisis del caballo de raid se pueden producir
por sobreesfuerzo, hipertermia, fatiga... no se justifica que los caballos del presente

estudio, padecieran este proceso tras recorrer distancias tan cortas, particularmente cuando
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se comparan con las distancias para las cuales se encontraban entrenados y en las que
habian competido previamente de forma adecuada. Por este motivo, podrian proponerse
varias hipotesis fisiopatologicas para justificar la aparicion de rabdomidlisis en los casos
descritos. En primer lugar, se ha sugerido que Theileria equi induce una lesion
neuromuscular directa, con un incremento de las actividades plasmaéticas/séricas de CK,
AST y LDH (Hailat et al., 1997; Camacho et al., 2005). De hecho, se ha sugerido que, de
forma individual, algun caballo podria estar en riesgo de rabdomidlisis si existe un dafio
muscular subclinico, que no se detecta y el animal se ve sometido a ejercicio (Wilberger et
al., 2015), y esto podria haber ocurrido en estos casos. Una segunda hipotesis seria la
influencia de la anemia secundaria a la infeccion por Theileria equi. Podria suponerse que,
la anemia limitaria el aporte de oxigeno hacia el musculo en contraccién, haciéndole méas

susceptible a experimentar dafio muscular.

Diana et al. (2007) describieron un caso de un caballo con depresion, anorexia,
fiebre, ictericia y orina oscura, que fue positivo a Theileria equi. Este animal, ademas,
presentd complejos prematuros ventriculares polimorficos y taquicardia, asociada a un
incremento de las concentraciones de troponina miocéardica | y CK de origen miocérdico.
Estos autores consideraron que la lesion miocardica fue secundaria a la hipoxia, dafio
endotelial y coagulacion intravascular diseminada (CID), procesos que se han descrito en
la patogénesis de la piroplasmosis equina (Van Amstel et al., 1987; Hanafusa et al., 1998;
Wise et al., 2013; 2014). En nuestro caso, al tratarse de caballos en competiciéon y
posteriormente, casos llevados por el veterinario de cada uno de los animales, no se evalu6
la posible existencia de arritmias cardiacas, ni de dafio miocéardico, por lo que no se puede
descartar su existencia. Por otro lado, estas hipétesis etiopatogénicas propuestas por Diana

et al. (2007), pueden ser extrapoladas al dafio muscular esquelético en nuestro estudio.

La sintomatologia mostrada fue compatible con la esperada de rabdomiolisis en un
caballo de raid, consistente en incapacidad para seguir el ejercicio, reduccion brusca de la
velocidad... (Wilberger et al., 2015). La presencia de orina oscura debido a la
mioglobinuria también fue un hallazgo comin en la presente investigacién (casos 1y 2).

Consideramos que el color oscuro de la orina estuvo ligado a la mioglobunuria, ya que, en
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el momento en el que se observd, no habia una anemia evidente, que pudiera sugerir una
hemoglobinuria. No obstante, no se puede descartar una mioglobinuria con una muy ligera
intervencion de hemoglobinuria. De hecho, en el caso 1, los valores de BIL total estaban

por encima del rango de referencia, indicando anemia hemolitica.

En todos los casos, el diagnostico se realizd en base a la sintomatologia (rigidez
muscular, dificultad para moverse, dolor fundamentalmente en la zona glitea) y elevacién
de las actividades de la enzima CK. La elevacion de esta enzima en sangre/plasma/suero
se considera un reflejo de necrosis muscular, generalmente se produce de una forma rapida
tras una lesion, con una actividad pico 0 méxima a unas 4-6 h tras el ejercicio (Mufioz et
al., 2006; 2010; Trigo et al., 2010; Wilberger et al., 2015).

En los tres casos, las actividades enzimaticas en plasma se normalizaron a los 2
meses de recuperacion. Debido a que las analiticas fueron realizadas en base a los criterios
clinicos de los veterinarios de cada uno de los caballos, no se pudo cuantificar la intensidad
del dafio muscular. También hay que tener en cuenta que la administracion de dipropionato
de imidocarb conlleva a dafio muscular localizado, con liberacion de las enzimas CK y
AST hacia la circulacion (Meyer et al., 2005; Grause et al., 2013; Wise et al., 2013; 2014),
de modo que las medidas de estas enzimas durante el tratamiento no ayudaria a determinar

si se produjo o no una recuperacion de la rabdomidlisis.

La anemia fue de intensidad leve y tan solo se aprecio en la primera analitica del
caso 1. En ninguno de los tres casos, la anemia fue evidente clinicamente en el examen
antes de las competiciones. Hay que tener en cuenta que el entrenamiento para resistencia
conlleva a una expansion de la volemia, debido a la intervencidn de mecanismos asociados
con la retencion de agua y Na a nivel renal y gastrointestinal, fundamentalmente en el
colon. Esta adaptacion, concretamente se produce por la activacion del eje renina-
angiotensina-aldosterona (McKeever et al., 2002; Robert et al., 2010). Por esta razon,
generalmente los caballos de raid en reposo suelen tener HTO inferiores a otros tipos de
caballos (Robert et al., 2010; Trigo et al., 2010). Esta adaptacion al entrenamiento hace que

la deteccidn clinica de la anemia sea mas complicada.

278



Caracterizacion clinico-laboratorial de la infeccion por Theileria equi en el caballo

La anemia, aunque no se detectd clinicamente, si se diagnosticé mediante un
examen hematoldgico. Desafortunadamente, los analisis hematoldgicos no se realizan de
forma habitual en los caballos de raid antes de la competicion, quedando restringidos a
animales eliminados por patologias metabdlicas, extenuacion y deshidratacion, al ser
tratados medicamente y aun asi, no se realiza en todos los casos (Castejon et al., 2006;
Mufoz et al., 2006; 2010; Trigo et al., 2010). EI examen hematoldgico previo a la
competicion podria ayudar al diagnéstico de patologias subclinicas, que si bien no se
manifiestan en el examen previo a la competicion, pueden aparecer clinicamente durante

la misma, debido al efecto del ejercicio prolongado y el estrés.

Nuestra investigacion tiene algunos puntos comunes con la presentada por Hailat
et al. (1997). Estos autores describieron tres casos de theileriosis (en aquel momento,
Babesia equi), en un establo de caballos de polo (n=103), que demostraron un inicio subito
de incapacidad de movimiento tras un ejercicio intenso. Dos de los animales afectados
fallecieron en un periodo de 12 h y la tercera yegua, presentaba depresion, debilidad y
anorexia. Los sintomas mas comunes fueron fiebre y hemoglobinuria. En los tres animales
se observo en sangre la presencia de Theileria equi. Estos autores concluyeron que, el
ejercicio intenso puede predisponer a la manifestacion clinica de la enfermedad en animales

portadores clinicos, y lo mismo, podria haber ocurrido en nuestro estudio.

Una posible hipdtesis es que, el estrés del transporte y de la competicion, seria el
causante de la manifestacion de la enfermedad en estos caballos de raid, que podrian haber
sido portadores subclinicos y por tanto, la infeccion latente habria pasado desapercibida.
Se sabe que el transporte (Schmidt et al., 2010; Fazio et al., 2016) y el ejercicio de
resistencia (Jensen-Waern et al., 1999; Robson et al., 2003) son importantes factores

inmunosupresores, condicionando una liberacion incrementada de cortisol.
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11.4. CONCLUSIONES

La presente investigacion describe tres casos de caballos de raid que, tras ser
encontrados aptos para competir, en el control veterinario inicial, experimentaron sintomas
agudos de rabdomidlisis al inicio de la competicion. Posteriormente, desarrollaron anemia

y un analisis PCR dio positivo a Theileria equi.

Esta descripcion de tres casos clinicos permite concluir que, los caballos de deporte
pueden ser portadores subclinicos de Theileria equi, y bajo condiciones estresantes, tales
como transporte y competicion, pueden desarrollar sintomas (sub)agudos de dafio muscular
o rabdomiolisis. El dafio muscular esquelético puede deberse bien a la accion directa del
parésito, o ser secundario a otros procesos fisiopatoldgicos implicados en la theileriosis,
tales como hipoxia celular (particularmente al mismo tiempo que el animal hace ejercicio),

lesion endotelial, coagulacion intravascular diseminada e incluso dafio oxidativo.
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11.5. RESUMEN

Caso clinico: Infeccidn subclinica por Theileria equi y rabdomidlisis en tres caballos

de resistencia

Introduccion. Se sabe que el transporte y la competicion son factores de estrés en caballos
de deporte, conllevando, en algunos casos, a un estado de inmunosupresioén. En zonas
endémicas, como es Espafia, algunos caballos pueden ser portadores subclinicos de
Theileria equi, haciendo evidente clinicamente la infeccibn en momentos de
inmunosupresion y estrés. Previamente, se ha descrito que un ejercicio intenso (polo) puede
dar lugar a lesiones musculares esqueléticas en caballos con Theileria e igualmente, se ha
confirmado que este hemoparasito puede causar lesiones musculares miocardicas, que

cursan con arritmias cardiacas.

Objetivo. Describir tres casos clinicos, de caballos de raid, clinicamente sanos en la
inspeccion veterinaria previa a la competicion, pero que desarrollaron rabdomiolisis por

ejercicio y fueron posteriormente positivos a Theileria equi.

Descripcién de los casos. El caso 1 fue un caballo Pura Raza arabe, macho, entero, 6 afios,

gue compitio en una prueba de 80 km, que experimentd rabdomidlisis clinica a los 7 km
del inicio. Este animal tenia anemia, orina oscura, hiperbilirrubinemia y actividad creatin
kinasa CK elevada (10,340 UI/I). También mostr6 valores elevados de bilirrubina y de
urea. El caso 2 fue una yegua Angloarabe, de 12 afios de edad, que en una prueba de 160
km, presentd sintomas de rabdomidlisis a los 18 km, con valores de CK de 11,320 UI/I.
Dos dias después de la competicion, aparecio con fiebre, ictericia, depresién y anorexia. El
caso 3 era un caballo cruzado, de 7 afios, macho castrado, que competia en una prueba de
120 km y mostro rabdomiolisis a los 21 km, con niveles de CK de 12,430 Ul/Il. La anemia
se observo el dia posterior a la competicion. En los tres casos, los animales pasaron el
control veterinario previo a la competicion. La anemia solo fue evidente en el examen

inicial en el caso 1. Una prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue positiva
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para Theileria equi y negativa para Babesia caballi. El tratamiento en los tres caballos
consistio en dipropionato de imidocarb (4,0 mg/kg intramuscular, cada 72 h, 4
tratamientos). En el caso 1, ademas, se administré un suplemento oral de Fe y vitamina
B12. En los casos 2 y 3, los veterinarios de dichos caballos adicionaron al tratamiento la
administracion intravenosa de oxitetraciclina (7,7 mg/kg, 1 vez/dia, 7 dias). Se repitieron
las analiticas a los 1,5- 2 meses, y la anemia habia desaparecido. En los casos 1y 2, las
actividades plasmaticas/séricas de la CK se habian normalizado, pero no en el caso 3, donde

la enzima AST permanecia por encima del rango de referencia.

Conclusién vy relevancia clinica. Los caballos de raid, y de deporte en general, bajo

condiciones estresantes (transporte y competicion) pueden desarrollar sintomas agudos de
rabdomidlisis, junto con manifestaciones clinicas y/o laboratoriales de infeccion por
Theileria equi. Queda por demostrar si estos caballos eran portadores cronicos previamente

a la competicion.

PALABRAS CLAVE. Caballos. Rabdomidlisis. Resistencia. Theileria equi.
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11.6. SUMMARY

Clinical case: Subclinical infection by Theileria equi and rhabdomyolysis in three

endurance horses

Background. It is well established that transportation and competitions are stressors in
sport horses, leading to immune-suppression. In endemic areas, such as Spain, some horses
might be subclinical carriers of Theileria equi, showing clinical signs in stressful periods.
Previously, it has been described that an intense exercise (polo) might result in muscle
damage in horses naturally infected by Theileria equi. Similarly, it has been reported that

this hemoparasite might elicit myocardial injury and heart arrhythmias.

Objective. To describe three clinical cases of endurance horses, clinically healthy in the
veterinary examination (vet-gate) previously to the competition, that underwent clinical
signs of acute exertional rhabdomyolysis and after, they were found to be positive to

Theileria equi.

Description of the cases. Case 1: Horse 1 was an Arabian stallion, 6-year-old that started

an 80 km-race, presenting clinical rhabdomyolysis after covering 7 km. The horse had
anemia, dark red urine, hyperbilirrubinemia and increased creatin kinase (CK) activity
(10340 1U/1). This horse also had increased values of total bilirrubin and urea. Case 2:
Angloarabian mare, 12-year-old, that started a 160 km-race, and had signs of
rhabdomyolysis after 18 km, with increased plasma/serum CK activity (11320 1U/l). Two
days later, she showed fever, icterus, depression and anorexia. Case 3: Crossbred gelding,
7-year-old, competing in a 120 km-race. He showed clinical signs of rhabdomyolysis after
covering 21 km, with CK values of 12430 1U/I. Anemia was found the day later after
competition. In the three cases, the animals were considered fit in the vet-gate previous to
the competitions. Anemia was only clinically detected in this first vet-gate in case 1. In the
three horses, diagnosis of Theileria equi infection was made by polymerase chain reaction

(PCR) test and they were negative to Babesia caballi infection. Treatment in the three cases
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consisted of intramuscular (IM) dipropionate of imidocarb (4.0 mg/kg IM, every 72 h, for
4 treatments). In case 1, an oral supplement containing iron and vitamins B were
administered. In cases 2 and 3, the veterinarians in charge of these horses completed the
treatment in intravenous oxitetraciclin (7.7 mg/kg, once at day, for 7 days). Hematological
and biochemical studies were repeated between 1.5 and 2 months after, and anemia
disappeared in the three cases. In cases 1 and 2, serum/plasma CK activities were
normalized, however, horse 3, still had raised serum/plasma aspartate aminotransferase
(AST) activity.

Conclusion and clinical relevance. Sport horses in general, and endurance horses in

particular, under stressful conditions, such as transportation and racing, might develop
acute clinical signs of rhabdomyolysis, together with clinical and/or laboratorial
manifestations of infection by Theileria equi. It would be of interest to demonstrate whether

these horses were subclinical carriers before starting the competitions.

KEY WORDS. Endurance. Horses. Rhabdomyolysis. Theileria equi
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La presente investigacion, centrada en caballos infectados de forma natural por

Theileria equi y dividida en tres estudios, ha permitido obtener las siguientes conclusiones:

Primera. La sintomatologia mostrada por los animales, tanto en los caballos provenientes
de la yeguada estudiada, como segun la informacion remitida por diversos veterinarios de
Andalucia, suele ser de intensidad leve a moderada, compatible con un estado de portador

cronico subclinico y posterior reagudizacion.

Segunda. Los casos clinicos se produjeron entre los meses de marzo a octubre, con un pico
en los meses de junio a julio, momento del afio con una climatologia que favorece el
desarrollo de las garrapatas vectoriales. Esto nos lleva a pensar que se trataria de
reinfecciones, posiblemente asociadas al estado de premunidad del hospedador, a ser

Espafia una zona endémica de theileriosis equina.

Tercera. Los sintomas y alteraciones laboratoriales, dentro de su baja a moderada
intensidad baja a moderada, fueron més evidentes en yeguas en pastoreo que en machos en
estabulacién. Por el contrario, segun describieron los veterinarios de Andalucia, la
incidencia de la sintomatologia también es muy alta en animales en estabulacion, a pesar
de hacer controles quimicos contra el vector. Por tanto, el control de garrapatas en el box,
si bien reduce el riesgo de contacto con el vector, no descarta completamente el riesgo de
padecer sintomatologia asociada al parasito.

Cuarta. Los sintomas clinicos mas evidentes fueron inespecificos (como fiebre, depresion,
anorexia, fatiga y pérdida de rendimiento) y anemia hemolitica, con incremento de
bilirrubina. Esta hiperbilirrubinemia no parecié estar asociada a disfuncién y/o lesion
hepética, ya que los analitos hepéaticos no se alteraron de forma significativa. El sintoma

clinico que mas alarmo a los propietarios fue el dolor célico.

Quinta. Si bien algunos animales mostraron alteraciones laboratoriales de la coagulacién
sanguinea, afectando tanto a la coagulacion primaria, con trombocitopenia, como a la
secundaria, con un incremento de tiempo de protrombina, estas alteraciones se reflejaron

clinicamente en petequias en un nimero muy reducido de animales.
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Sexta. La infeccion por Theileria equi parece dar lugar a una respuesta inflamatoria en el
caballo, de una gran variabilidad individual, mostrando algunos animales, incrementos
muy significativos de las concentraciones de proteinas de fase aguda, amiloide sérico A,
proteina C reactiva, haptoglobina y fibrogeno, junto con niveles muy bajos de otros

marcadores de inflamacion, como el hierro sérico.

Séptima. Los caballos sometidos a factores estresantes, como puede ser un entrenamiento
intenso, transporte o competicion, pueden desarrollar sintomas agudos de rabdomidlisis
durante el ejercicio, mostrando anemia con posterioridad. EI dafio muscular podria ser una
consecuencia directa de la lesion del parasito en el tejido muscular o bien una manifestacion

clinica de hipoxia durante el ejercicio, de forma secundaria a la anemia.
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Caracterizacion clinicay laboratorial, incluyendo proteinas de fase aguda en caballos

positivos a Theileria equi

Introduccion. La theileriosis equina es una enfermedad transmitida por garrapatas y
causada por el protozoo Apicomplexa intraeritrocitario, Theileria equi. Es un parasito muy
comun en zonas templadas, con una seroprevalencia elevada en Andalucia. No se conoce
si este parésito, al igual que otros hemoprotozoos (Babesia canis en perros y Theileria
annulata en vacuno) induce una respuesta de fase aguda en el caballo infectado. El
conocimiento de las caracteristicas de los animales infectados y de su manejo, es esencial

para el controlar o limitar el proceso.

Objetivos. 1) Descripcién clinica y laboratorial de la infeccion por Theileria equi en
caballos Pura Raza Espafiola (PRE), pertenecientes a una misma yeguada, evaluando si
existen diferencias entre animales estabulados y en pastoreo y valorando la posible
respuesta inflamatoria causada por el parésito; 2) Descripcion de los casos clinicos que
suelen encontrarse en la clinica de campo, siendo por tanto, consultas demandadas por los
propietarios, analizando las caracteristicas de los animales infectados, sus condiciones de
manejo y climatologia y el procedimiento diagnostico-terapéutico seguido por el clinico;
3) Descripcion de tres casos clinicos de caballos sanos, que desarrollaron en competicion
sintomas de lesién muscular aguda y que, posteriormente se hallé que fueron positivos a

Theileria equi.

Hipdtesis a comprobar. Que se afectardn con mayor frecuencia, y que los sintomas,

alteraciones laboratoriales y respuesta aguda a la inflamacién serdn mas evidentes en los
animales jovenes y/o geriatricos, en animales en pastoreo y cuando las condiciones

climatoldgicas favorezcan la presencia del vector.

Material y métodos. Estudio I. Se han estudiado 33 caballos PRE, pertenecientes a la

misma ganaderia y divididos en cuatro grupos, yeguas en pastoreo, positivas a Theileria

equi (grupo T-A; n=16), machos enteros estabulados, positivos a Theileria equi (grupo T-
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B; n=7), hembras en pastoreo sin infeccion (n=5) y machos estabulados sin infeccion (n=5).
No encontraron diferencias laboratoriales entre estos dos ultimos grupos, machos vy
hembras, por lo que se integraron en un unico grupo (grupo control C; n=10). Se realizd un
examen fisico completo y se tomo una muestra de sangre antes del tratamiento, para evaluar
pardmetros hematologicos, bioquimicos, hemostésicos, proteinas de fase aguda vy
marcadores de inflamacion. Estudio Il. Se hizo un estudio basado en cuestionarios,
referentes a caballos cuyos propietarios habian requerido ayuda veterinaria. ESstos
cuestionarios fueron enviados por correo electrénico a veterinarios de las provincias de
Cordoba, Sevilla, Huelva, Cadiz y Jaén. Los cuestionarios fueron individuales para cada
paciente y se recopil6 informacién relativa a las caracteristicas del caballo, manejo y
condiciones ambientales, clinica presentada, modalidades diagnésticas y procedimiento
terapéutico, y evolucion de los casos. Estudio I1l. Se introdujeron tres caballos de raid (1°,
caballo Arabe, macho, entero, 6 afios; 2°, yegua Angloarabe, 12 afios; 3°, caballo cruzado,
7 afos), sanos, considerados aptos para competir, segun el examen veterinario previo y que

desarrollaron rabdomidlisis al inicio de la competicion.

Resultados. Estudio I. Los sintomas mas comunes fueron, en el grupo T-A, anorexia o

cambios de apetito, anemia, ictericia y depresion y en el grupo T-B, reduccién del
rendimiento y depresion. En comparacion con el grupo C, el grupo T-A mostré valores
superiores de frecuencia respiratoria, indices eritrocitarios volumétricos, bilirrubina total,
fosforo, tiempo de protrombina, proteina C reactiva y capacidad de unién al hierro no
saturado, e inferiores del nimero de glébulos rojos, hemoglobina, valor hematdcrito y
namero de plaguetas. También en comparacion con el grupo C, el grupo T-B presento
valores superiores de frecuencia respiratoria, nimero de linfocitos, creatinina y lactato
deshidrogenasa e inferiores de valor hematocrito y plaquetas. Se ha encontrado una gran
variabilidad individual en la respuesta de fase aguda. Tres yeguas del grupo T-A
experimentaron una respuesta inflamatoria significativa, con concentraciones altas de
amiloide sérico A, proteina C reactiva, haptoglobina y fibrinégeno y muy bajas de hierro
sérico. Estudio Il. Se consiguieron un total de 37 cuestionarios rellenados de forma
completa por los veterinarios clinicos. Los porcentajes de manifestacion clinica mas

elevados correspondieron a caballos PRE, machos enteros, con edades comprendidas entre
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los 6 y 10 afios, usados para paseos Yy actividad deportiva. Hubo una respuesta mas intensa
por parte de los veterinarios de la provincia de Sevilla. La mayoria de los casos se
produjeron durante los meses de mayo y julio, y un porcentaje elevado estaba en
estabulacién, con control quimico de la poblacién de garrapatas. EI motivo mas comin de
llamada del propietario fue colico, si bien los sintomas encontrados méas frecuentemente
por los veterinarios fueron inapetencia, pérdida de rendimiento, fiebre, depresion, mucosas
palidas e ictericia. EI método completario laboratorial mas utilizado fue el examen
hematoldgico. Se confirmo el diagndstico, fundamentalmente mediante la prueba de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), seguida de inmunofluorescencia indirecta. Los
farmacos administrados mas comunmente fueron el dipropionato de imidocarb y la
buparvaquona. Casi todos los animales necesitaron un tratamiento de soporte,
fundamentalmente suplementos vitaminicos y de hierro, siendo raras las transfusiones de
sangre. La duracién media del tratamiento fue de 1 a 4 semanas y la evolucién del proceso
fue, en general, favorable (con la excepcion de un caballo). Estudio Il1. El caballo 1° mostr6
rabdomidlisis a los 7 km de empezar la competicion, anemia, orina oscura,
hiperbilirrubinemia e incremento de CK. La yegua 2° experimentd rabdomidlisis a los 18
km de iniciar la prueba. Dos dias después aparecié con fiebre, ictericia, depresion y
anorexia. El caballo 3° mostr6 rabdomidlisis a los 21 km, observandose la anemia el dia
posterior a la competicion. En los tres casos, la prueba PCR fue positiva a Theileria equi y

negativa a Babesia caballi.

Conclusiones y relevancia clinica. A pesar de tratarse Andalucia de una zona endémica,

la mayoria de los casos clinicos se produjeron durante los meses en los que se encuentra en
el medio ambiente el vector de Theileria, lo cual sugiere reinfecciones agudas, sin descartar
un estado de portador crénico. En general, la sintomatologia fue de intensidad leve a
moderada, los cambios laboratoriales reflejaron fundamentalmente anemia de tipo
hemolitico, y algunos animales mostraron una respuesta inflamatoria, con elevacion de las
proteinas de fase aguda. Por otro lado, hay que tener un especial cuidado en animales
sometidos a situaciones estresantes (entrenamiento, competicion y transporte), que pueden

comprometer a la respuesta inmune, dando lugar a manifestaciones clinicas agudas.
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PALABRAS CLAVE. Anemia. Caballos. Diagnostico. Proteinas de fase aguda. Theileria

equi. Tratamiento.
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Clinical and laboratorial characterization, including acute phase proteins, in horses

naturally positive a Theileria equi

Introduction. Equine theileriosis is a tick-borne disease of Equidae caused by the
intraerythrocytic Apicomplexa protozoa, Theileria equi. This parasite is very common in
template areas, with a high prevalence in Andalucia. It is unknown whether this parasite
elicits an acute inflammatory response in the horse, as reported for hemoprozotoans in other
species (Babesia canis in dogs and Theileria annulata in cows). Knowledge of the
characteristics of the infected animals, as well as the management of the disease is pivotal

in order to control or limit this infection.

Objectives. 1) To perform a clinical and laboratorial description of the infection by
Theileria equi in Spanishbred horses, from the same farm, evaluating differences between
stabled animals and those at pasture, and the putative acute phase reaction caused by the
parasite; 2) To describe clinical cases that ambulatory clinicians find in Andalucia,
assessing the characteristics of the animals, management and climatic conditions, and the
diagnostic and therapeutic protocols followed by the equine practitioners; 3) To describe
three clinical cases of healthy horses that developed an acute rhabdomyolysis during
exercise and after, it was found that these animals were positive to Theileria equi.

Hypotheses to test. The younger and/or geriatric animals, the horses at pasture and under

climatic conditions favorable to the vector, would be associated with more intense clinical

signs, laboratorial alterations and acute phase response.

Material and methods. Study I. Thirty-three Spanish horses were studied, from the same

farm, and divided into four groups: mares at pasture, positive to Theileria equi (group T-
A; n=16), stallions stabled, positive to Theileria equi (group T-B; n=7), mares at pasture,
free of infection (n=5) and stallions stabled, also free of this parasite (n=5). Because
laboratorial differences were not found between these last two groups, all the data were

processed together (control group, group C; n=10). Animals were subjected to a clinical
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physical examination and a blood sample was extracted, always before treatment, in order
to measure hematological and serum biochemical parameters, coagulation profile, acute
phase proteins and other markers of inflammation. Study Il. This study was undertaken
using a questionnaire-based design. The questionnaires were sent to equine clinicians of
Cordoba, Sevilla, Huelva, Cédiz and Jaén, concerning their clinical cases. Veterinarians
were asked to fill a questionnaire for each patient, regarding individual characteristics of
each horse, management and environmental conditions, clinical signs, and diagnostic and
therapeutic protocols, and evolution of the cases. Study Ill. Three endurance horses were
included in this study (Horse 1, Arabian stallion, 6 year-old; Horse 2, Angloarabian mare,
12 years; Horse 3, crossbred horse, 7 years), healthy and considered fit to compete in the
vet-gate previous to the race. The three horses developed acute rhabdomyolysis at the onset

of the competition.

Results. Study I. The most common clinical signs in the group T-A were anorexia or

changes in appetite, anemia, icterus and depression; and in the group T-B, reduction in
performance and depression. Compared with the group C, mares of group T-A had higher
values of respiratory rate, volumetric erythrocytic indices, bilirrubin, phosphorus,
prothrombine time, C reactive protein and unsaturated iron binding capacity and lower
values of red blood cell number, hemoglobin concentrations, hematocrit and platelet
number. Also compared to group C, the animals of group T-B showed higher respiratory
rate, number of lymphocytes, creatin and lactate dehydrogenase and lower hematocrit and
number of platelets. A marked individual variability was found in the intensity of the acute
response to the parasite. Thee mares of the group T-A exhibited the greater inflammatory
response, with high concentrations of serum amyloid A, C reactive protein, haptoglobin
and fibrinogen and low concentrations of serum iron. Study 1. A total of 37 questionnaires
were sent back fulfilled by the equine clinicians. The most common patient with clinical
theileriosis was the Spanishbred stallions, aged between 6 and 10 years, used for leisure
and sport activities. Most of the questionnaires were completed by the veterinarians of
Sevilla. Most of the clinical cases appeared during the months of May and July, and in a
high percentage in stabled horses, subjected to chemical control of tick population. The

main complaint of the owners was colic. The most common clinical signs found by the
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clinicians, however, were innapetence, loss of performance, fever, depression, pale mucous
membranes and icterus. Hematology was the most used complementary method.
Confirmation of the diagnosis was made, mainly, by polymerase chain reaction (PCR) and
secondly, by indirect immunofluorescent. Treatment mainly consisted in imidocarb
propionate and buparvaquone. Most of the animals required a palliative treatment,
consisting in vitamin supplements and iron. Blood transfusions were not frequently needed.
The mean duration of the treatment was between 1 and 4 weeks and in main lines, the
evolution of the disease was good (with the exception of one horse). Study Ill. Horse 1
showed rhabdomyolysis after 7 km of racing. He also presented anemia, dark red urine,
hyperbilirrubinemia and raised CK activity. Horse 2 underwent rhabdomyolysis after
covering 18 km. Two days later, this mare had fever, icterus, depression and anorexia.
Horse 3 exhibited rhabdomyolysis after 21 km of racing, and the anemia was clinically
found the day after. The three cases showed a positive result for Theileria equi and negative

result for Babesia caballi with PCR technique.

Conclusions and clinical relevance. Despite Andalucia is an endemic area, most of the

clinical cases appeared during the months with better environmental conditions for the
development of the vector of Theileria equi (ticks), suggesting acute (re)infections,
although the hypothesis of a chronic carrier status cannot be rejected. In main lines, the
severity of the infection was mild to moderate; laboratorial changes indicated hemolytic
anemia and some animals showed an acute inflammatory response, with increased
concentrations of acute phase proteins. On the other hand, a special care is necessary with
horses subjected to stressful situations, such as training, competition and transportation,

which might dampen the immune response of the animal, leading to acute clinical signs.

KEY_ WORDS. Acute phase proteins. Anemia. Diagnosis. Horses. Theileria equi.

Treatment.
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