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RESUMEN
Los hemoparasitos son microoganismos que parasitan distintas células sanguineas
causando enfermedades tanto en animales como en humanos. En zonas tropicales
como Costa Rica, la transmisién de estos se favorece por la abundancia de
artrépodos hematéfagos que actian como vectores mecdanicos. Los principales
signos clinicos son fiebre, inapetencia, ictericia, edemas, hemorragias y
alteraciones hematolégicas como trombocitopenia y anemia. El objetivo del
presente trabajo fue determinar la presencia de parasitos sanguineos (Anaplasma
spp., Ehrlichia spp., Babesia caballi, Theileria equi y Trypanosoma evansi) en los
equinos de la Unidad de la Policia Montada de Costa Rica y la relacion con su
estado general de salud. Los 41 equinos se sometieron a un examen clinico,
seguidamente se tomaron muestras sanguineas y de ectoparasitos. De los animales
se recolectd6 ademas el historial clinico (padecimientos previos y resultados de
hemogramas recientes). EI ADN de las muestras fue extraido y analizado mediante
diferentes protocolos de la técnica reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
convencional o en tiempo real. Ocho (19,5%) equinos resultaron positivos a
hemoparasitos, en dos animales se detecto la presencia de una sospechosa nueva
especie de Anaplasma, aun no determinada, en dos equinos infeccion doble de esta
especie de Anaplasma con B. caballi, dos animales presentaron infecciéon con B.
caballi, otro con T. equi, en un equino se determin6 una especie de Ehrlichia nueva,
y en un caso solamente se pudo detectar la presencia de Anaplasmataceae. El
grupo de 15 moscas Stomoxys calcitrans recolectadas resultaron positivas a B.
caballi. La secuenciacion de dos de las muestras positivas de Anaplasma spp.

sugieren que se trata de una especie no antes descrita en el continente americano.
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Los equinos PCR positivos presentaron anemia en ausencia de signos clinicos, por
lo que se asume que cursaron con infecciones subclinicas. Sin embargo, también
los animales PCR negativos mostraron anemia. Se reporta la presencia de
Anaplasma spp. y Ehrlichia spp. en equinos, mas estudios son necesarios para
determinar las especies. Ademas, se reporta por primera vez a nivel mundial la
presencia de B. caballi en moscas S. calcitrans, se recomienda determinar el papel
de las moscas de establo como vectores de hemoparasitos en equinos. Finalmente,
se recomienda investigar las causas de anemia en los equinos de la Unidad de la
Policia Montada de Costa Rica y controlar las moscas y los hemoparasitos mediante

un manejo integral.

Palabras claves: Hemoparasitos, Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Babesia caballi,

Theileria equi, Trypanosoma evansi, Stomoxys calcitrans.
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ABSTRACT

Hemoparasites are microorganisms that parasitize different blood cells causing
disease in both, animals and humans. In tropical areas such as Costa Rica, their
transmission is favored by the abundance of hematophagous arthropods that act
as mechanical vectors. The main clinical signs are fever, loss of appetite,
jaundice, edema, hemorrhage, and hematologic abnormalities such as
thrombocytopenia and anemia. The objective of this work was to determine the
presence of blood parasites (Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Babesia caballi,
Theileria equi and Trypanosoma evansi) in the equines of the Mounted Police
Unit of Costa Rica and the relationship with their general condition of health. The
41 equines underwent a clinical examination, followed by collection of blood and
ectoparasite samples. The clinical history of the animals was also obtained
(previous ailments and recent blood count results). The DNA of the samples was
extracted and analyzed using different protocols of conventional and real time
polymerase chain reaction (PCR) techniques. Eight (19.5%) horses were positive
for hemoparasites, in two animals the presence of a new species of Anaplasma,
not yet determined, was detected, in two equines double infection of this
Anaplasma species and B. caballi was determined, two horses presented B.
caballi infection, another T. equi infection, one horse infected with a new Ehrlichia
species., and in one case only the presence of Anaplasmataceae could be
detected. The group of 15 Stomoxys calcitrans flies collected were positive for B.
caballi. Sequencing of two of the Anaplasma samples suggest that it is a new

species not previously described in the American continent. The PCR positive
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horses presented anemia in the absence of clinical signs, so it is assumed that
they had subclinical infections. However, PCR negative animals also showed
anemia. The presence of Anaplasma spp. and Ehrlichia spp. is reported in
horses, more studies are necessary to determine the species. In addition, the
presence of B. caballi in Stomoxys calcitrans flies is reported for the first time in
the world. It is recommended to determine the role of S. calcitrans flies as vectors
of hemoparasites in horses. Finally, it is recommended to investigate the causes
of anemia in the equines analyzed and to control flies and haemoparasites

through comprehensive management.

Key words: Hemoparasites, Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Babesia caballi,

Theileria equi, Trypanosoma evansi, Stomoxys calcitrans.



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Los hemoparasitos abarcan distintos grupos de organismos como protozoarios y
bacterias, que parasitan distintas células sanguineas causando enfermedades tanto
en animales como en humanos. Se pueden transmitir por medio de vectores
mecanicos, los cuales no son participes del ciclo vital del parasito, ya que solo lo
transportan entre hospedadores, o por medio de vectores biolégicos los cuales son

esenciales dentro del ciclo vital del parasito (Rodriguez et al. 2000; Bowman 2011).

1.1.1. Ehrlichia spp y Anaplasma spp.

Ehrlichia spp. y Anaplasma spp. son bacterias Gram negativas, intracelulares
obligatorias, pertenecientes al orden Rickettsiales y a la familia Anaplasmataceae que
son transmitidas por garrapatas. También se ha reportado la transmision mecanica de
especies de Anaplasma mediante tabanos. Estas bacterias generan anaplasmosis y
ehrlichiosis, enfermedades que afectan una amplia gama de especies de mamiferos,
incluidos bovinos, equinos y humanos. Las bacterias ingresan a las células sanguineas
mediante fagocitosis, y se replican en el citoplasma mediante fision binaria, formando
morulas, hasta generar lisis de la célula hospedadora y por consiguiente la liberacion

de cuerpos elementales que invaden mas células (Figura 1) (Bowman 2014).
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Figura 1.
Ciclo de vida intracelular de Anaplasmataceae. Tomado de Pineau et al., 2014.

Los principales signos clinicos de anaplasmosis y ehrlichiosis incluyen fiebre
(39,4°C-41,3°C), inapetencia, depresion, edemas e hiporexia (Bowman 2011; Dolz et
al. 2013). Ehrlichia canis es el agente causal de la ehrlichiosis monocitica canina y se
transmite por medio de garrapatas Rhipicephalus sanguineus s.l., afectando linfocitos
y monocitos. Ehrlichia chaffeensis, causante de la ehrlichiosis monocitica humana, se
transmite por garrapatas Amblyomma americanum, afecta linfocitos y monocitos

(Figura 2), y su hospedador reservorio mas comun es el venado cola blanca.

Figura 2.

Morula de Ehrlichia chaffeensis dentro de un monocito en frotis de sangre periférica.

Tomado de Thirumalapura y Walker, 2014.



Mientras que Ehrlichia ewingii, causante de la ehrlichiosis granulocitica humana,
también es transmitida por garrapatas A. americanum, afectando neutrofilos. Las tres
especies de Ehrlichia se consideran zoondticas, y se cree que los perros podrian
actuar como reservorios (Lopez et al. 2003; Bowman 2011; Barrios et al. 2013; Dolz et
al. 2013; Wright et al. 2014). En el 2016 se determind la presencia de ADN vy
anticuerpos de E. canis en un banco de sangre humana de Costa Rica (Bouza-Mora

et al. 2017).

El diagnostico de estos hemoparasitos se realiza mediante la identificacion de
signos clinicos compatibles, datos epidemiolégicos, hallazgos hematoldgicos, ademas
de tres a cinco dias post infeccion se pueden observar morulas en los frotis sanguineos
tefiidos con Giemsa, ademas se pueden realizar pruebas seroldgicas para detectar
anticuerpos contra la bacteria. El diagnostico mas efectivo es la deteccion de ADN de
los agentes mediante pruebas moleculares como la reaccidbn en cadena de la
polimerasa (PCR). Se pueden utilizar muestras sanguineas, aspirados de tejido y
biopsias de érganos reticuloendoteliales como médula 6sea, ganglios linfaticos, higado

y bazo (Thirumalapura y Walker 2014; Foley 2020).

El farmaco de eleccién para el tratamiento de la ehrlichiosis es la doxiciclina por
sus propiedades bacteriostaticas y su adecuado funcionamiento intracelular. Como
medidas de prevencion se recomienda el control de los vectores artropodos,

actualmente no hay vacunas disponibles en el mercado (Foley 2020).

A nivel mundial se han realizado pocos estudios para determinar la presencia de

especies de Ehrlichia spp. en equinos. En Oklahoma se encontraron anticuerpos



contra Ehrlichia spp. en 24,7% (18/73) de los equinos analizados mediante
inmunofluorescencia indirecta (Duell et al. 2013) mientras que, en Brasil, Vieira y
colaboradores (2013) detectaron anticuerpos contra Ehrlichia spp. en 62,5% (10/16) y
50% (8/16) de equinos analizados mediante un ELISA comercial e
inmunofluorescencia indirecta, respectivamente (Vieira et al. 2013). Recientemente,
O’Nion y colaboradores (2015) lograron amplificar ADN de una potencial nueva
especie de Ehrlichia mediante PCR y secuenciacion de los genes groEL, sodB y ARNr

16S en cuatro equinos seropositivos de Mérida, Nicaragua (O’Nion et al. 2015).

Los estudios de Vieira y colaboradores (2018) confirmaron los hallazgos de O’Nion
y colaboradores (2015), al establecer similitudes de 99,0%, 97,8% y 100,0% en los
genes groEL, sodB y ARNr 16S, respectivamente, con las secuencias reportadas en
Nicaragua en una muestra de un equino PCR positivo a Ehrlichia spp. de Brasil (O’Nion

et al. 2015; Vieira et al. 2018).

Anaplasma phagocytophilum, anteriormente llamada Ehrlichia equi, parasita
neutrofilos, células mononucleares y eosindfilos (Figura 3) y se ha encontrado tanto en
mamiferos domésticos (caninos, equinos, humanos, pequefios y grandes rumiantes,
felinos), mamiferos silvestres y aves. Los reservorios incluyen roedores, mapaches y
cérvidos, y es transmitida por garrapatas de los géneros Ixodes y Rhipicephalus
(Figura 4). (Hubalek 2004; Ogden et al. 2008; Bowman 2011; Campos-Calderon et al.

2016).



Figura 3.

Inclusiones de A. phagocytophilum en neutréfilo y eosindfilo en un equino. Tomado de

Pusterla y Madigan, 2013.
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Figura 4.

Ciclo de vida propuesto de A. phagocytophilum. Tomado de Rikihisa, 2011.



La enfermedad febril en equinos se denomina anaplasmosis granulocitica equina,
la cual se desarrolla con signos clinicos de fiebre, inapetencia, edema, anorexia,
ictericia, petequias, trombocitopenia, leucopenia, cuerpos de inclusiébn y anemia

(Rikihisa 2011).

La bacteria ingresa mediante la picadura de una garrapata, y se disemina via
sangre hasta infectar las células diana del sistema hematopoyético y linforeticular, en
las que se replica en vacuolas, generando una cascada de inflamacién una vez que
invaden o6rganos como pulmones, higado y bazo. Esta enfermedad genera una
inmunosupresioén, por lo tanto, los equinos infectados estan susceptibles a infecciones
secundarias por otras bacterias, virus y hongos. Posterior a la infeccion, estos
animales desarrollan una respuesta inmunitaria tanto celular como humoral que
persiste alrededor de dos afios, no se han encontrado infecciones latentes (Pusterla y
Madigan 2013).

El diagnéstico se basa en la presentaciéon de signos clinicos, hallazgos de
hematologia y la visualizaciébn de maorulas en el citoplasma de eosinofilos y neutréfilos
en frotis sanguineo mediante tinciones de Wright y Giemsa. El cultivo celular es una
técnica poco utilizada para la deteccidbn de animales enfermos, por otro lado, se
pueden detectar anticuerpos circulantes por medio de inmunofluorescencia indirecta
(IF1), inmunoensayo enzimatico (ELISA) y Western-Blot. La deteccion molecular
mediante técnicas de PCR son las méas confiables por su alta sensibilidad vy
especificidad, y permite ademas identificar animales con infecciones activas y

animales reservorios. Entre los diagndsticos diferenciales se pueden sefialar Babesia



caballi, Theileria equi, Borrelia burgdorferi, leptospirosis y anemia infecciosa equina

(Van der Kolk y Veldhuis 2013).

El tratamiento de la anaplasmosis equina se realiza mediante antibioterapia,
especificamente oxitetraciclina, en una dosis de siete mg/kg de peso vivo administrada
por via intravenosa dos veces al dia por siete a diez dias. En casos severos se
recomienda tratamiento sintomatico como terapia de fluidos, vendajes y confinamiento
en establo en el caso de ataxia severa. No existe una vacuna disponible para esta
enfermedad y la prevencion se basa en medidas para controlar hemoparasitos

(Pusterla y Madigan 2013; Van der Kolk y Veldhuis 2013).

Estudios moleculares realizados por varios investigadores en Latinoamérica no han
logrado detectar A. phagocytophilum en la sangre de equinos. Salvagni y
colaboradores (2010) en Brasil analizaron 20 muestras equinas; sin embargo, ninguna

resultd positiva a A. phagocytophilum en PCR anidado (Salvagni et al. 2010).

Asimismo, Campos (2015) en Costa Rica, tampoco logré determinar la presencia
de A. phagocytophilum en sangre de 300 equinos de distintas zonas del pais utilizando
un PCR anidado. Finalmente, Parraga y colaboradores (2016) no lograron detectar el
agente en 200 muestras sanguineas de equinos de Venezuela (Parraga et al. 2016).
Por su parte, Salvagni y colaboradores (2010) encontraron un 65% (13/20) de equinos
seropositivos a A. phagocytophilum en la region centro-oeste de Brasil, utilizando un
ELISA comercial (Salvagni et al. 2010). Mientras que Farias y colaboradores (2015)

determinaron un 12% (11/92) de equinos de la policia montada de la region de Rio de



Janeiro, Brasil, seropositiva mediante inmunofluorescencia indirecta (Farias et al.

2015)

1.1.2. Babesia caballi y Theileria equi

Los hemoparasitos Babesia y Theileria, son dos géneros de protozoarios
intracelulares obligados de invertebrados y vertebrados, pertenecientes al filo
Apicomplexa, y al orden Piroplasmorida y a las familias Babesiidae y Theileriidae,
respectivamente. Estos parasitos generan en los equinos la enfermedad que se
conoce como piroplasmosis equina (Meléndez 2000; Gumm y Pitt 2012; Organizacion
Mundial de Sanidad Animal [OIE] 2018). En humanos se han reportado casos de
piroplasmosis ocasionados por distintas especies de Babesia, la especie mas comun
gue afecta a los humanos es Babesia microti, taxonOmicamente es muy cercana a
Theileria equi, ocasiona cuadros febriles progresivos y anemia hemolitica, ademas
puede afectar a ratones (Maslin et al. 2004; Rodriguez 2007). En un estudio realizado
en California, Estados Unidos, Kjemtrup y Conrad (2000) relacionaron la piroplasmosis

humana con Babesia caballiy T. equi (Kjemtrup y Conrad 2000).

Babesia caballi parasita los eritrocitos de los equinos, por medio de inclusiones
ovaladas o redondas de alrededor de 1,3-3 um de diametro y 2-5 ym de longitud, la
trasmision se da por medio de garrapatas, usualmente del género Dermacentor y
Amblyomma, que actuan como vector bioldgico (transmision transovarica). En
contraste, T. equi es un protozoario de forma ameboide de alrededor de 2 pm de
longitud, que afecta eritrocitos mediante la inclusion de cuatro trofozoitos que se

conocen como cruz de malta. A diferencia de B. caballi, antes de infectar a los



eritrocitos, genera inclusiones en linfocitos y macréfagos, razén por la cual fue
reclasificada en el género Theileria. Los géneros de garrapatas que mas se asocian
con la transmision bioldgica (transestadial e intraestadial) de T. equi son Dermacentor,
Amblyomma 'y Rhipicephalus (Figura 5) (Meléndez 2000; Gumm y Pitt 2012; OIE 2018;

Diaz- Sanchez et al. 2020).
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Modelo de transmision de garrapatas de los agentes etiolégicos de la piroplasmosis.
A) Ciclo de vida de las garrapatas (B) Transmision transestadial (C) Transmision

intraestadial (D) Transmision transovarica. Tomado de Diaz- Sanchez et al., 2020.
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El ciclo de vida de B. caballi (Figura 6) y T. equi (Figura 7) se caracteriza por tres
estadios parasitarios: esporozoitos, los cuales se encuentran en la etapa de
transmisién asexual, merozoitos los cuales se encuentran en la sangre en la etapa
asexual, y por ultimo los gametocitos que se encuentran en la etapa sexual en sangre.
Los esporozoitos se transmiten a los hospedadores por medio de la saliva de la
garrapata, una vez dentro de la sangre del hospedador, estos invaden los eritrocitos,
en el caso de B. caballi, en donde se replican, originando trofozoitos y posteriormente
merozoitos. Una vez finalizada la replicacion los eritrocitos experimentan lisis y esto
permite que los merozoitos sean liberados e invadan otros eritrocitos (Wise et al. 2013;

Diaz- Sanchez et al. 2020).
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Ciclo de vida de Babesia caballi. Tomado de Wise et al., 2013
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Ciclo de vida de Theileria equi. Tomado de Wise et al., 2013.

En el caso de T. equi los esporozoitos inicialmente invaden células mononucleares
de sangre periférica, dentro estas células se desarrollan esquizontes y posteriormente
alrededor del dia nueve post infeccion, se liberan los merozoitos que invaden los
eritrocitos. En ambos parasitos la reproduccién asexual se da por medio de la
replicacibn de mas merozoitos a medida que se van infectando mas eritrocitos y
algunos de estos merozoitos en sangre periférica se desarrollan como gametocitos,
estos estadios son ingeridos por una garrapata. Dentro de la garrapata, los
gametocitos se reproducen sexualmente dando origen a gametos, los cuales dan

origen a cigotos dentro del intestino de la garrapata, que tras seis a 24 dias originan
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una suficiente cantidad de esporozoitos dentro de la glandula salival de la garrapata,

capaz de infectar a mas animales (Wise et al. 2013; Diaz- Sdnchez et al. 2020).

La piroplasmosis también se puede transmitir por medio de transfusiones
sanguineas, y por medio de agujas o material quirdrgico contaminado. En el caso de
T. equi también se ha demostrado la transmision transplacentaria, generando abortos
y potros persistentemente infectados con enfermedad subclinica (Allsop et al. 2007;
The Center for Food Security and Public Health 2008; Zobba et al. 2008; Benavides y
Rodriguez 2009). El principal dafio que ocasionan estos protozoarios son la
destruccion y pérdida de funcion de los eritrocitos (Figura 8), generando signos clinicos
como hemoglobinuria, anemia hemolitica severa, ictericia, fiebre de mas de 40°C,
inapetencia, petequias en las conjuntivas, edema en las extremidades, signos de
célico, entre otros, pero también pueden presentarse casos subclinicos (The Center

for Food Security and Public Health 2008; Gumm y Pitt 2012).

Figura 8.

Inclusiones de Babesia sp en eritrocito. Tomado de van der Kolk y Veldhuis, 2013.
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El periodo de incubacion de B. caballi es de 10 a 30 dias, mientras que de T.
equi es de 12 a 19 dias (The Center for Food Security and Public Health 2008; van der

Kolk y Veldhuis 2013).

Los caballos infectados con T. equi desarrollan infecciones persistentes y
actlian como reservorios, ya que el sistema inmune es incapaz de eliminar el parasito
del organismo, mientras que las infecciones con B. caballi son autolimitantes y su

duracion varia de uno a cuatro afios (Wise et al. 2013; Diaz- Sanchez et al. 2020).

La respuesta humoral contra T. equi se da especificamente contra el antigeno de
superficie del merozoito 1 (EMA-1), los anticuerpos se detectan desde el dia 11 de la
infeccién con un pico entre los dias 30 y 45 dias. En la fase aguda se generan altos
niveles de IgG1, 1gG4 e IgG7, que se relacionan con el control de la parasitemia,
mientras que en la fase crénica se producen altos niveles de IgG5. Con respecto a B.
caballi la respuesta inmune humoral genera anticuerpos contra la proteina asociada a
la roptria-1 (RAP-1), y se ha demostrado que la produccién de éxido nitrico por parte
de los macrofagos es uno de los principales mecanismos para controlar la infeccion

(van der Kolk y Veldhuis 2013; Wise et al. 2013; Diaz- Sanchez et al. 2020).

Entre los diagnésticos diferenciales de esta enfermedad se incluyen: anaplasmosis,
ehrlichiosis, leptospirosis, anemia infecciosa equina y tripanosomiasis. El diagnostico
se basa en la identificacion de signos clinicos como fiebre e ictericia, hallazgos
hematol6gicos como anemia, ademas de la identificacion de los parasitos en frotis
sanguineos. Sin embargo, en parasitemia leves, sobre todo de B. caballi, se pueden

generar diagnosticos falsos negativos. Ademas, se puede realizar un diagnostico
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serolégico utilizando una gran diversidad de técnicas: ELISA, IFA, Western blot,
inmunocromatografia para T. equi y fijacion de complemento, aunque esta Ultima
prueba puede dar resultados falsos negativos. Drogas y farmacos también pueden
interferir en el diagndstico, por lo que las pruebas seroldgicas mas utilizadas son IFA
y ELISA competitivo. Por su parte, las pruebas moleculares como PCR convencional,
PCR anidado, y PCR en tiempo real son un pilar fundamental para el diagnéstico (The
Center for Food Security and Public Health 2008; van der Kolk y Veldhuis 2013; Wise

et al. 2013; Diaz- Sanchez et al. 2020).

El principal farmaco utilizado para el tratamiento de la piroplasmosis equina es el
Imidocarb dipropionato, administracion intramuscular de dosis de 2 ml por cada 100 kg
de peso vivo. Otros tratamientos que se han utilizado es el diminazeno diaceturato, no
obstante, se ha asociado con dafio muscular, o la oxitetraciclina via intravenosa, pero
solamente se encontré efectividad para T. equi (The Center for Food Security and
Public Health 2008; van der Kolk y Veldhuis 2013). La prevencion y control se centra
en la eliminacion o disminucion de la exposicidon a ectoparasitos, mediante utilizacion
de ectoparasiticidas, ademas del diagnéstico, la cuarentena y el tratamiento de
animales positivos a estos protozoarios. No existen vacunas disponibles contra estos

hemoparasitos (van der Kolk y Veldhuis 2013; Diaz- Sanchez et al. 2020).

La piroplasmosis equina es endémica en Costa Rica, Pineda (1998) determiné
mediante inmunofluorescencia indirecta anticuerpos contra B. caballiy T. equi en un
59% (26/44) y 34% (15/44) de los equinos que estaban participando en un rally en

Tilaran, respectivamente. Los estudios de Gémez (2007) determinaron un 33,3%
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(7/21) de equinos de exportacion seropositivos en un ELISA comercial, mientras que
Vega (2011) determind una mayor seroprevalencia de la piroplasmosis en equinos
destinados a matadero: 96,1% (48/50) T. equi y 78,4% (40/50) B. caballi; que en
equinos mantenidos en cuadras 47% (70 /149) T. equi y 44,3% (66/149) B. caballi. El
estudio realizado por Posada (2012) determiné la presencia de B. caballiy T. equi en
equinos en zonas indigenas de Costa Rica, determinando la presencia de T. equi en
46.2% (60/130), B. caballi en 20.0% (26/130) y ambos agentes en un 7,7% (10/130)
de los animales mediante PCR. Un 69.2% (90/130) de los equinos eran seropositivos
a B. caballi, un 88,5% (115/130) a T. equi, mientras que un 62,3% (81/130) a ambos

agentes (Pineda 1998; Gomez 2007; Vega 2011; Posada 2012).

1.1.3. Trypanosoma evansi

El género Trypanosoma es un grupo heterogéneo de protozoarios que afecta a
mamiferos, pertenece a la familia Trypanosomatidae, orden Kinetoplastorida. Se han
reportado diferentes estadios (amastigoto, promastigoto, epimastigoto y

tripomastigoto) dependiendo de la especie (Taylor et al. 2007; Bowman 2014).

Estos parasitos pueden encontrarse en la sangre y otros tejidos de animales y
personas, y ocasionan una de las enfermedades mas importantes a nivel mundial tanto
en medicina humana como en medicina veterinaria, la Enfermedad de Chagas (Taylor

et al. 2007; Bowman 2014).

Trypanosoma evansi (Figura 9) es una especie que se transmite mecanicamente
por picaduras de tabanos (Tabanidae) y moscas (Stomoxys, Haematopota, Chrysops,

Musca, Atylotu, Lyperosia), murciélagos hematéfagos, garrapatas; cuando el insecto
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pica a un equino infectado, el parasito permanece en la probdscide hasta por ocho
horas, y cuando pica a otro animal, se da la transmision de los tripomastigotos, los
cuales se replican en el torrente sanguineo, ocasionando una parasitemia diez dias
post infeccion (Figura 10). También se puede transmitir en forma iatrogénica por medio

de instrumental quirargico y agujas (Taylor et al. 2007; Christen 2010).

n @ ¢
~0
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Ciclo de vida de Trypanosoma evansi. Tomado de Christen, 2010.
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Este protozoario genera una enfermedad conocida como Surra, que afecta a
animales como equinos, camellos, bovinos, cerdos, bufalos de agua, pequefios
rumiantes, perros, dantas, burros, ademas de mamiferos silvestres como venados y
ocelotes, entre otros (Taylor et al. 2007; The Center for Food Security and Public Health
2009). El periodo de incubacion es de una a dos semanas, generando enfermedad
subaguda, aguda, crénica e incluso asintomatica. Los signos clinicos mas comunes
son fiebre, edemas, anorexia, ictericia, petequias, anemia, ataxia, paresia, ademas
pueden presentarse signos neurolégicos como marcha en circulos y ceguera (Taylor
et al. 2007; The Center for Food Security and Public Health 2009; Desquesnes et al.

2013).

Entre los diagnosticos diferenciales para esta enfermedad se encuentran: anemia
infecciosa equina, arteritis viral equina y babesiosis equina. El diagnostico se basa en
la identificacion de signos clinicos. En las primeras etapas de la enfermedad se puede
identificar a los parasitos en sangre periférica 0 en fluidos, para el diagnostico
serolégico se ha utilizado el ELISA, IFA, prueba de aglutinacion en tarjeta y prueba de
aglutinacion en latex, mientras que para el diagnostico molecular el PCR y gPCR (PCR
en tiempo real), que presentan una alta sensibilidad y especificidad (van der Kolk y

Veldhuis 2013; Sellon y Long 2014).

El principal tratamiento utilizado para la Surra es la suramina aplicada por via
intravenosa en una dosis de 10 mg/ Kg de peso vivo, otros farmacos utilizados son el
cloruro de isometamidium por via intramuscular en dosis de 0,25 a 2 mg/kg de peso

vivo, el sulfato de quinapiramina en dosis de 3 mg/kg de peso vivo, sin embargo, ha
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generado reacciones locales adversas, y el 6xido de melarsen (van der Kolk y Veldhuis
2013; Sellon y Long 2014). La prevencion se centra en el control de los ectoparasitos,
higiene y la identificacion y el tratamiento adecuado de los equinos infectados. No

existe vacuna disponible para la prevencion de Surra (Sellon y Long 2014).

En India, se reportd uno de los primeros casos de tripanosomiasis humana
causada por T. evansi en el 2005 en un hombre de 45 afos, agricultor y granjero, que
presento episodios febriles durante 5 meses. Se presume que la transmision se dio a
partir de uno de sus bovinos afectados con el parasito (Joshi et al. 2005).
Recientemente, Forlano et al. (2011) determinaron en 277 caballos criollos un 26 a
40% (72/110) animales seropositivos a T. evansi en Apura, Venezuela, mientras que
Strauch et. al. (2018) establecieron en 985 equinos prevalencias de 1,9% (19/985), 0%
(0/985) y 11,9% (117/985) para T. evansi, T. equi y B. caballi, respectivamente, en

Antiogquia, Colombia.

1.2. Justificacion

Los hemoparésitos son un problema tanto para la salud animal como para la salud
publica. Especialmente en zonas tropicales como Costa Rica, se favorece la
transmision de estos hemoparasitos, por la abundancia de garrapatas, tabanos y

moscas hematoéfagas, que participan como vectores mecanicos y biolégicos.

Por otro lado, existen pocos estudios sobre piroplasmosis y anaplasmosis en
equinos de nuestro pais, y ningun estudio sobre ehrlichiosis y tripanosomiasis. Sin
embargo, se han presentado casos de enfermedad y muerte en equinos, que hacen

sospechar a los veterinarios, que consultan el laboratorio, de la presencia de un
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hemoparésito. El estudio con los equinos de la Unidad de la Policia Montada del
Ministerio de Seguridad Publica constituye ademas un aporte importante a la salud y
bienestar de estos animales, los cuales trabajan en diversas regiones y en algunas
ocasiones en condiciones muy adversas en pro de la seguridad de los habitantes del
pais. Finalmente, considerando que algunos de estos parasitos son zoonéticos
(Anaplasma spp. Ehrlichia spp. y Trypanosoma spp.), se consideré importante
determinar la presencia de éstos en los equinos, para prevenir la transmision mediante
vectores a oficiales de la Fuerza Publica y a otras personas con los que interactian

diariamente.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general
Determinar la presencia de parasitos sanguineos en los equinos de la Unidad de la

Policia Montada de Costa Rica y la relacion con su estado general de salud.

1.3.2. Objetivos especificos
1.3.2.1. Detectar la presencia de Anaplasma spp. Ehrlichia spp., Babesia caballi,
Theileria equi y Trypanosoma evansi en muestras sanguineas de los equinos de la

Policia Montada mediante pruebas moleculares.

1.3.2.2. Relacionar el estado clinico actual de los equinos analizados, con el estatus
infeccioso a cada uno de los agentes estudiados, utilizando como indicadores de salud

el examen objetivo general y examenes complementarios.

1.3.2.3. Ofrecer recomendaciones de medidas de control y prevencién de

hemoparasitos en equinos de la Policia Montada.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Tipo de estudio

Se realizé un estudio transversal, descriptivo, cuyo propdésito fue la deteccion
molecular de hemoparasitos, especificamente: Anaplasma spp. Ehrlichia spp.,
Babesia caballi, Theileria equi y Trypanosoma evansi en los equinos de la Unidad de

la Policia Montada del Ministerio de Seguridad Publica de Costa Rica.

2.2. Poblacion a estudiar

Se trabaj6 con la totalidad de los equinos de la Unidad de la Policia: 41 equinos,
tanto machos como hembras, con edades desde los dos hasta los 23 afios, todos en
pastoreo, localizados en Pavas, San Jose, Costa Rica. Las caracteristicas de los

animales muestreados se presentan en el Cuadro 1.

Cuadro 1.

Distribucion de muestra de equinos segun sexo, edad y raza

Variable Estrato Equinos (%)
(n=41)
Sexo Hembra 18 44
Macho 23 56
Edad (afios) <5 1 2
5-18 30 73
>18 10 25
Raza Cruce 18 44
Cuarto de Milla 7 17
Criollo 6 15
Espaiiol 2 5
Azteca 1 2
Sin raza definida 7 17
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2.3. Toma de muestras de sangre, ectoparasitos e informacion general

El dia de la toma de muestras de sangre se documenté mediante una ficha clinica
la informacién general de los animales (identificacién, edad, sexo, razay color), lugar
de trabajo e historial clinico (enfermedades diagnosticadas en el pasado,
desparasitaciones en los ultimos tres meses, presencia de hemoparasitos en el pasado
y resultados de hemogramas y quimicas recientes) (Anexo 1). Seguidamente se
procedio6 a realizar el examen clinico a cada equino. Se determind la condicién corporal
(mala, buena regular, caquexia, obeso), condicion del pelaje (malo, regular, bueno),
actitud (alerta, débil, deprimido), temperatura, color de membranas mucosas (rosadas,
palidas, muy palidas, ictéricas) y tiempo de llenado capilar, ademéas se determiné la
presencia de ectopardsitos (garrapatas y moscas), y se evalud la presencia de signos
clinicos (equimosis, epistaxis, edema escrotal, cianosis, ataxia, disnea, metrorragia,
hematuria e ictericia). Finalmente, con una sujecién fisica adecuada de los animales,
avalada por la Comision de Bioética y Bienestar Animal de la Escuela de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional (Anexo 2) y con supervision del médico
veterinario a cargo, se procedié a tomar la muestra de sangre, mediante puncién de la
vena yugular con una aguja calibre 18 pulgadas. Se extrajo aproximadamente 4 ml de
sangre los cuales se depositaron en tubos con anticoagulante EDTA (sal sédica del
acido etilendiaminotetraacético). Los tubos se identificaron con el coédigo de
identificacion de cada animal y se transportaron a 4°C en una hielera, hasta el
Laboratorio de Zoonosis de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad

Nacional en donde se congelaron a -20°C hasta su procesamiento.
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Los valores de los parametros de los examenes hematoldgicos y de quimicas
sanguineas suministrados por la Unidad de la Policia Montada se analizaron segun los
valores de referencia del Laboratorio de Analisis Clinicos de la Escuela de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional para la especie equina; se utilizé el valor del

hematocrito como indicador de anemia.

Los artr6podos que se recolectaron tanto sobre los equinos como en el ambiente
cercano a éstos se guardaron en alcohol al 70% y se transportaron a temperatura
ambiente hasta el Laboratorio de Parasitologia de la Escuela de Medicina Veterinaria
de la Universidad Nacional en donde se identific6 mediante las llaves taxondémicas

descritas por Mullen y Durden (2002).

2.4. Analisis molecular

Las muestras sanguineas se sometieron a extraccion de ADN mediante el ensayo
Dneasy® Blood and Tissue (QIAGEN) siguiendo los pasos recomendados por el
fabricante y se congelaron a -20°C hasta su analisis. Individuos de artrépodos de la
misma especie se juntaron en un pool, se extrajo el ADN con el mismo ensayo descrito

arribay se congelaron a -20°C hasta su andlisis.

Se analizaron todas las muestras mediante distintos protocolos de PCR (Cuadro
2). Todas las muestras se sometieron inicialmente a un PCR en tiempo real (QPCR)
para la deteccion de especies de la familia Anaplasmataceae, mediante la
amplificacion de una porcion del gen ARNr 16S segun descrito por Li y colaboradores
(2001) (Li et al. 2001).Todas las muestras con una curva de crecimiento superando el

umbral (calculado automaticamente) en los primeros 40 ciclos se consideraron
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positivas y se sometieron a diferentes PCR convencionales, semianidados y anidados
para determinar las especies de Anaplasmataceae presentes en las muestras: un PCR
convencional para detectar especies de Anaplasma en el cual se amplific6 un
segmento del gen ARNr 16S segun el protocolo descrito por Zobba y colaboradores
(2014), un PCR anidado para detectar A. phagocytophilum en el que se amplificé un
segmento del gen ARNr 16S, siguiendo el protocolo descrito por Campos-Calderén y
colaboradores (2016), un PCR semianidado para la deteccién del gen groEL que
diferencia A. phagocytophilum, A. platys y A. platys like, siguiendo los protocolos
descritos por Alberti y colaboradores (2005) y Zobba y colaboradores (2014), también
se les realiz6 un PCR semianidado para la deteccion del gen groEL de A. marginale,
A. ovis y A. centrale, siguiendo los protocolos descritos por Zobba y colaboradores
(2014), un PCR anidado para determinar la presencia de alguna de las tres especies
de Ehrlichia (E. canis, E. chaffeensis y E. ewingii), amplificando un segmento del gen
ARNr 16S, utilizando el protocolo descrito por Kocan y colaboradores (2000), ademas
se les realiz6 otro PCR anidado para la determinacién de Ehrlichia spp., esto mediante
la amplificacion de un segmento del gen groEL utilizando un protocolo estandarizado
en el Laboratorio de Zoonosis de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional: en la primera ronda se utilizaron 2 pyl de ADN de cada muestra, 6,25 pl
DreamTaq™ PCR Master Mix 2X (ThermoScientific, USA), 1 yL (10 uM) de cada uno
de los siguientes iniciadores EHRLISPPGROELF1 (5-CCATTGGCTCTTGCTATTGC-
3') y EHRLISPPGROELR1 (5- ACTTCACTCGAHCCACCWAC-3) y 2,25 pL de agua
libre de nucleasas (ThermoScientific, USA). Las condiciones del termociclador fueron

una desnaturalizacion inicial de tres minutos a una temperatura de 95°C, seguida de
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35 ciclos de desnaturalizacion de 30 segundos a 95°C, alineamiento de 30 segundos
a 65°C, y extension de 30 segundos a 72°C, y una extension final de cinco minutos a
72°C. En la segunda ronda se utilizaron 2 yl de los productos de la primera ronda, 6,25
ul DreamTaq™ PCR Master Mix 2X (ThermoScientific, USA), y 1 uL (10 uM) de los
iniciadores EHRLISPPGROELF2 (5"-GAAATTGCBCAAGTTGCWAC-3") y
EHRLISPPGROELR2 (5"-ACAGCAACACCACCWGAWAG-3") y 2.25 pL de agua libre
de nucleasas (ThermoScientific, USA). Las condiciones del termociclador para la
segunda ronda fueron las mismas utilizadas en la primera.

Ademas, a la totalidad de las muestras se les realiz6 dos PCR anidados de B.
caballi y T. equi para detectar un segmento de gen ARNr 18S, segun los protocolos
descritos por Posada-Guzméan y colaboradores (2015), un PCR para detectar
Trypanosomatidae, en este PCR se amplific6 un segmento del gen ARNr SSU
(pequefia subunidad, por sus siglas en inglés), utilizando el protocolo de Uliana y
colaboradores (1994) y un PCR para detectar T. evansi amplificando un segmento del
gen RoTat 1,2-VSG (glicoproteina de superficie variable) utilizando el protocolo

descrito por EI-Naga y colaboradores (2012).



Cuadro 2.

Protocolos de PCR en tiempo real (QPCR), convencionales, semianidados y

anidados utilizados para la identificacion de hemoparasitos
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Agente Gen Pares Iniciadores Protocolo
(método PCR) bases (Secuencia 5’-3’)
Anaplasmataceae = ARNr 16S 145- ECHSYBR-F Li etal.
(gPCR) 153 (AACACATGCAAGTCGAACGG) 2001
ECHSYBR-R
(CCCCCGCAGGGATTATACA)
Anaplasma spp. ARNr 16S 800 AnaplsppF Zobba et
(convencional) (AGAAGAAGTCCCGGCAAACT) al. 2014
AnaplR3
(GAGACGACTTTTACGGATTAGCT
C)
A. ARNr 16S 546 ge3a Campos-
phagocytophilum (anidado) (CACATGCAAGTCGAACGGATTAT Calderoén
TC) et al. 2016
gelor
(TTCCGTTAAGAAGGATCTATTCTC
C)
geof
(AACGGATTATTCTTTATAGCTTGC
T
ge2
(GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAG
G)
A. GroEL 573 EPHPLGROEL F Alberti et
phagocytophilum,  (semianidado) 515 (ATGGTATGCAGTTTGATCGC) al. 2005
A. platys y A. EPHPLGROEL R Zobba et
platys like (TCTACTCTGTCTTTGCGTTC) al. 2014
EPHGROEL R
(TTGAGTACAGCAACACCACCGGA
A)
EPLGROEL R
(CATAGTCTGAAGTGGAGGAC)
A. marginale, A. GroEL 518 AmaceovgroELF Zobba et
ovis y A. centrale (semianidado) (ACGGTATGCAGTTTGACCGC) al. 2014
AmaceovgroELR1
(TCAACCCTATCCTTACGCTC)
AmaceovgroELR2

(GTCGTAGTCAGAAGAAGAAAC)



E. canis, E.
chaffeensis y E.

ewingii

Ehrlichia spp.

Babesia caballi

Theileria equi

Trypanosomatidae

Trypanosoma
evansi

ARNr 16S 389

(anidado) 390
392

GroEL 400

(anidado)

ARNr 18S 430

(anidado)

ARNr 18S 218

(anidado)

ARNr SSU 520

(convencional)

RoTat 1.2-VSG 205
(convencional)

ECC
(AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCQC)
ECB
(CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA)
ECANS5
(CAATTATTTATAGCCTCTGGCTAT
AGGA)

HE3
(AACACATGCAAGTCGAACGGA)
HE1
(CAATTGCTTATAACCTTTTGGTTA
TAAAT) EES
(CAATTAATAAATAGTCTCTGACTA
TTTAG)

EHRLISPPGROELF1
(CCATTGGCTCTTGCTATTGC)
EHRLISPPGROELR1
(ACTTCACTCGAHCCACCWACQC)
EHRLISPPGROELF2
(GAAATTGCBCAAGTTGCWAC)
EHRLISPPGROELR?2
(ACAGCAACACCACCWGAWAG)
BC48F1
(ACGAATTCCCACAACAGCCGTGT
T)

BC48R3
(ACGAATTCGTAAAGCGTGGCCAT
G)

BC48F11
(GGGCGACGTGACTAAGACCTTAT
T)

BC48R31
(GTTCTCAATGTCAGTAGCATCCG
C)

EMA-5
(TCGACTTCCAGTTGGAGTCC)
EMA-6
(AGCTCGACCCACTTATCACC)
EMA-7
(ATTGACCACGTCACCATCGA)
EMA-8
(GTCCTTCTTGAGAACGAGGT)

S4

(GATCCAGCTGCAGGTTCACC)
S12
(GGTTGATTCCGTCAACGGACQC)
RoTat 1.2 Forward
(GCGGGGTGTTTAAAGCAATA)
RoTat 1.2 Reverse
(ATTAGTGCTGCGTGTGTTCG)
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2.5. Electroforesis

A todos los productos de los distintos PCR se les realizé una electroforesis en gel
de agarosa al 2% en Tris-Borato-EDTA (TBE), utilizando 1,5 pyL del fluorocromo
GelRed DNA Stain (Biotium®) para tefiir el ADN, 3 L de muestray 0.8 pL del marcador
de peso molecular Thermo Scientific GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Sm0321) y

se corrieron a 100 voltios por 40 minutos.

2.6. Secuenciacién y analisis filogenéticos

Los productos amplificados de diferentes protocolos de PCR fueron enviados a la
compafiia Macrogen en Seoul, Corea del Sur, para su purificacion y secuenciacion.
Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa BioEdit Sequence Aligment
Editor® (Hall, 1999) y alineadas con el programa Clustar Omega, ademas fueron
comparadas con las secuencias disponibles en la base de datos de GenBank mediante

la utilizacion del programa BLAST (Basic Local Aligment Search Tool).

2.7. Analisis estadistico

Se elabor6 una base de datos con la informacién general de los animales (nombre,
namero de identificacion, cédigo, sexo, edad, color, raza), lugar de trabajo, los
resultados del examen clinico realizado el dia de la toma de la muestra de sangre
(condicién corporal, temperatura, actitud, color de membranas mucosas, tiempo de
llenado capilar), ectoparasitos encontrados (tipo y cantidad de ectoparasitos), signos
clinicos (ictericia, depresion, hematuria, petequias, etc.) y padecimientos previos,
ademas, se incluyeron datos de los resultados de las pruebas de PCR. Se utilizé

estadistica descriptiva para caracterizar las muestras positivas.
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3. RESULTADOS

El examen objetivo general determind una buena condicion corporal y de pelaje en
el 100 %de los animales, todos los caballos se encontraron alerta, con llenado capilar
< 3 segundos y temperatura rectal de 37-38 °C. Solamente cuatro animales (9,7%)
mostraron mucosas palidas; a pesar de ello, en ningin animal se determiné signo
clinico alguno. Tampoco se encontraron garrapatas, pero se determind presencia de
moscas sobre y en los alrededores de los caballos. Todos los caballos habian sido
desparasitados en los Uultimos tres meses y ninguno habia sido diagnosticado con

hemoparasitos en el pasado.

En ocho equinos (19,5 %) se detecto la presencia de hemoparasitos en la sangre,
dos caballos mostraron infeccion doble (Cuadro 3). Seis (14,6%) resultaron positivos
para Anaplasmataceae, en cuatro de estos seis (66,6 %) se confirmd la presencia de
Anaplasma spp. (Cuadro 3, Anexo 3) (equinos PM 5, PM 10, PM 16, PM 19), en uno
(16,6 %) (equino PM 12) Ehrlichia spp. (Cuadro 3, Anexo 4) y en un caballo (PM 22)
no se pudo determinar la especie de Anaplasmataceae infectante mediante el analisis
con diversos PCR (Cuadro 3). En tres caballos (7,3%) (equinos PM 5, PM 22, PM 31)
se detecto la presencia de B. caballi (Cuadro 3, Anexo 5) y en uno (2,4%) (equino PM
40) T. equi (Cuadro 3, Anexo 6). Los dos caballos (4,8%) que presentaron infeccion
doble fueron PM5, que resultd positivo a B. caballi y Anaplasma spp. y PM 22 que
resultd positivo a B. caballi y Anaplasmataceae. No se evidencio la presencia de

especies de Trypanosoma en los animales analizados.



Cuadro 3.

Resultados del analisis de las muestras equinas pertenecientes a la Unidad de la

Fuerza Publica de Costa Rica mediante diversas técnicas moleculares

Técnica molecular Gen +/Total (%)
gPCR Anaplasmataceae ARNr 16S 6/41 (14,6)
PCR Anaplasma spp. ARNr 16S 4/6 (66,6)
PCR A. phagocytophilum ARNr 16S 0/6 (0)
PCR groEL A. phagocytophilum, A. platys, A. platys groEL 0/6 (0)
like

PCR groEL A. marginale, A. ovis, A.centrale groEL 0/6 (0)
PCR E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii ARNr 16S 0/6 (0)
PCR groEL Ehrlichia spp. groEL 1/6 (16,6)
PCR B. caballi ARNr 18S 3/41 (7,3)
PCR T. equi ARNr 18S 1/41 (2,4)
PCR Trypanosomidae ARNr SSU 0/41 (0)
PCR Trypanosoma evansi RoTat 1.2-VSG 0/41 (0)

El analisis de los valores hematoldgicos de los equinos PCR positivos mostré una
media en hematocrito y hemoglobina por debajo de los valores referenciales para la
especie, sin embargo, mediante la prueba de t-student no se determinaron diferencias

significativas entre los valores hematoldgicos de animales PCR negativos y PCR

positivos (Cuadro 4).
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Cuadro 4.

Valores hematolégicos de los equinos pertenecientes a la Unidad de la Fuerza

Publica de Costa Rica

Variable Rango Poblacién  PCR PCR Positivos P
Referencial General Negativos
Media DE Media DE Media DE

Hematocrito (%) 37-48 344 4,17 351 3,98 33,7 4,91 0,398
Hemoglobina (g/dl) 12-18 119 151 12,3 1,41 11,8 1,86 0,403
CHCM (g/dl) 31-37 34 0,869 35 0,814 34 0,835 0,103
Plaquetas (x10%/ul) 72-183 121 39,0 121 374 131 53,6 0,537
Leucocitos (x10%/ul) 4,9-10,3 6,6 0,993 6,7 1,04 6,4 0,941 0,461
Neutrofilos (x10%ul)  1,31-8,07 1,59 0,553 1,64 0,559 1,43 0,570 0,348
Eosinoéfilos (x10%/ul) 0-0,7 0,01 0,185 0,01 0,178 0,07 0,220 0,418
Linfocitos (x10%/ul) 1-4.8 2,6 0,636 2,6 0,663 26 0,617 1,000
Monocitos (x103/ul) 0-1,3 0,2 0,086 0,2 0,088 0,2 0,064 1,000
Glucosa (mg/dl) 76-127 89 10,8 87 10,8 88 13,2 0,823
BUN (mg/dl) 4,9-22 13 2,74 13 2,88 12,5 4,93 0,706
Creatinina (mg/dl) 1-2,4 1,3 0,249 1,3 0,264 1,3 0,177 1,000
BT (mg/dl) 0,4-2,5 0,7 0,336 0,7 0,331 0,9 0,362 0,139
BD (mg/dl) 0,2-0,6 0,4 0,103 0,3 0,085 0,4 0,149 0,114
Bl (mg/dl) 0,2-2 0,3 0,279 0,3 0,283 0,5 0,260 0,076
ALT (U/L) <10 6 1,97 6 212 6 1,16 1,000
AST (U/L) 150-350 286 72,1 293 78,2 267 18,5 0,360
FA (U/L) <350 165 54,1 165 56,2 165 43 1,000
GGT (U/L) 12-45 21 10,6 21 11,4 16,5 4,17 1,000

NOTA: La prueba de T student se realizé comparando las medias de los valores

hematolégicos de los animales PCR positivos y PCR negativos.

Las caracteristicas de los equinos PCR positivos, los hallazgos del examen objetivo
y los valores hematoldgicos, se muestran en el Cuadro 5. En los animales positivos se
determind mucosas pélidas (37,5%), bajos valores de hematocritos (75%),

hemoglobina (50%) e hipoglicemia (25 %).
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Cuadro 5.

Caracteristicas, examen objetivo y valores hematolégicos de los equinos PCR

positivos pertenecientes a la Unidad de la Fuerza Publica de Costa Rica

. Edad Ht Hg Pk Glu Agente

Equino  Sexo  .nps)  Raza MM on gdy x10%ul)  (mgidi)
. . Anaplasma spp. y

PM 5 H 22 Cruce Palido 33 11,2 181 68 B. caball
PM 10 H 19 Criollo Rosado 35,9 12,3 19 80 Anaplasma spp.
PM 12 M 16 Cruce Rosado 39,4 13,2 144 107 Ehrlichia spp.
PM 16 M 20 Cruce Palido 23,7 7,7 126 91 Anaplasma spp.
PM 19 H 15 Cruce Rosado 32,8 114 102 89 Anaplasma spp.

PM22* M 13 Cruce Rosado 344 12,2 135 92  Anaplasmataceaey

B. caballi
PM31  H 11 SRD Rosado 373 132 183 67 B. caball
PM40 M 8 CI\‘/‘I‘;’I‘IZO palido 294 9.8 158 87 T. equi

NOTA: Los datos resaltados indican los valores hematoldgicos alterados.

Las 15 moscas que se recolectaron en equinos y en el ambiente cerca de los
animales eran adultas, las cuales se identificaron como Stomoxys calcitrans (moscas
de establos) (Anexo 7 y 8). El andlisis de las 15 moscas en un grupo arrojo resultados
positivos para B. caballi (Anexo 9) y negativos para los demas agentes.

Del total de nueve productos amplificados en PCR convencionales se lograron
secuenciar dos (PM16 y PM19) (Figura 11) de las cuatro muestras positivas a
Anaplasma spp., ambas secuencias mostraron una similitud del 98% (758pb/774pb y

739pb/753pb, respectivamente) con la secuencia MW019845 de Anaplasma spp.
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aislada de bovinos en Kenia y depositada en GenBank. Ademas, una muestra de B.
caballi (PM 31) y de las moscas del establo, las cuales mostraron una similitud del 98%
(435 pb/a46 pb) y 100% (446 pb/446 pb), respectivamente, con la secuencia de B.
caballi MG948456 aislada en un equino en Java Occidental, Indonesia. Las muestras
positivas a T. equi y Ehrlichia spp. se enviaron a secuenciar, pero no fue posible

obtener secuencias especificas y por tanto realizar su analisis.

g1 —— A.camelii

35 A.phagocytophilum

A.platys

85

PM 16
PM 19

42 A.odocoileii

A.capra

A.ovis

100

8/ \— A marginale

A.bolense

A.bovis

Figura 11.

Arbol filogenético de la secuencia parcial de un fragmento del gen ARNr 16S de

Anaplasma spp. de las muestras de los equinos de Costa Rica PM16 y PM19.
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4. DISCUSION

Del total de equinos analizados se determiné una media de hematocrito y
hemoglobina por debajo de los rangos normales, indicando que algunos animales
estaban sufriendo anemia (41,4%), lo cual, podria ser consecuencia de la presencia
de algun agente infeccioso (van der Kolk y Veldhuis 2013; Marks 2019). No obstante,
solamente un 19,5 % de los equinos mostré presencia de hemoparasitos y ningdn
animal el virus de la anemia infecciosa equina (resultados no mostrados) .

Otras causas de anemia en una poblacién equina incluyen una disminucién en el
consumo de alimento, deficiencias nutricionales de vitaminas y minerales y por
consumo deficiente de proteina y energia (van der Kolk y Veldhuis 2013; Diaz et al.
2018; Marks 2019). En el presente caso, los animales se encontraban en pastoreo
libre, y si bien el forraje fue la principal fuente de alimentacién de los equinos, pudieron
ocurrir deficiencias nutricionales si la calidad del pasto era insuficiente en cuanto a
aportes proteicos, energéticos, de vitaminas y minerales (Waran 2007; Sharpe 2018).

Ademaés, durante la visita a la finca, se constato que los animales no tenian un lugar
para resguardarse de los rayos solares, por lo que es posible que sufrieran de estrés
caldrico en épocas de verano, esto puede generar una disminucion en la ingesta de
alimento y desbalances nutricionales por pérdida de nitrégeno con el sudor,
ocasionando anemia, por lo que es necesario mejorar el resguardo de los equinos o
aumentar los requerimientos proteicos (Ott 2005).

Finalmente, una amplia gama de enfermedades crénicas endocrinas, hepéticas,
renales, de médula 6sea y tumores pueden ocasionar anemia en equinos, sin

embargo, se dan en casos particulares y no en toda la poblacion (Marks 2019).
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El porcentaje de animales detectados con hemoparasitos fue similar a lo reportado
en el Noroeste de Colombia, donde detectaron un 14% (15/104) de equinos positivos
con hemoparasitos (Babesia caballi y Theileria equi) utilizando PCR (Agudelo et al.
2017).

Mientras que en otros estudios realizados en Latinoamérica se han reportado
mayor cantidad de animales infectados con parasitos sanguineos, como en la region
del Pacifico de Nicaragua, en que se diagnosticé un 38,6% (58/150) de equinos
infectados con B. caballi y T. equi mediante frotis sanguineo (Ramirez 2007). Por su
parte, en Apure, Venezuela, detectaron un 41,6% (57/137) con hemoparasitos
(Trypanosoma evansi, Theileria equiy Anaplasma phagocytophilum) por medio de
frotis sanguineo (Castellanos et al. 2010).

En Costa Rica, Posada-Guzman y colaboradores (2015) reportaron un 74%
(211/285) de equinos infectados con B. caballiy T. equi en comunidades indigenas de
Costa Rica utilizando PCR como técnica diagnostica (Posada-Guzman et al. 2015).
Por su parte, Vega (2011) determiné una seroprevalencia de piroplasmosis en equinos
destinados a matadero de 96,1% (46/ 48) para T. equi y de 78,4% (31/40) para B.
caballi; y en equinos mantenidos en cuadras de 47 % (33/70) para T. equi y 44,3 %
(29/66) para B. caballi (Vega 2011).

Las diferencias en el porcentaje de animales infectados se pueden deber al nUmero
de animales analizados; que en este estudio fue menor, a la poblacion de equinos
analizados (animales en pastoreo, en cuadras, en mataderos, en comunidades

indigenas) o a los distintos métodos de diagnosticos utilizados; los frotis sanguineos
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pueden generar falsos positivos dependiendo de la experiencia que tenga el operador
(Vega 2011; Posada-Guzman et al. 2015; Onyiche et al. 2019).

El hemoparasito que mas frecuentemente se detectd en esta poblacion de equinos
fue Anaplasma spp., pero se descartd que se tratara de A. phagocytophilum, A. platys,
A. platys like, A. marginale, A. ovis y A. centrale. Estos hallazgos concuerdan con un
estudio molecular realizado por Campos (2015) en Costa Rica, en el cual no logré
determinar la presencia de A. phagocytophilum en una muestra de 300 equinos de
distintas zonas del pais (Campos 2015). Asi mismo, concuerda con estudios realizados
en Nicaragua, Brasil y Venezuela, en los que tampoco se identificd esta especie de

Anaplasma en equinos (Salvagni et al. 2010; O"Nion et al. 2015; Parraga et al. 2016).

Las secuencias de los segmentos del gen ARNr 16S de dos de las muestras
positivas no se lograron alinear a ninguna especie de Anaplasma depositada en
GenBank, lo que sugiere una posible nueva especie de Anaplasma, no detectable por

los iniciadores utilizados (Dugat et al. 2015).

Se consideran secuencias de rickettsias con porcentajes de identidad mayores al
99,8% a una misma especie y mayores a 98,1% a un mismo género (Fournier et al.
2003). En este caso, las secuencias presentaron un porcentaje de identidad del 98%
con las secuencias depositadas en el GenBank, la secuencia que mas se parecia a la
encontrada en Costa Rica es la que se aisl6 de un bovino en Kenia, pero, tampoco se
pudo determinar en ese estudio la especie (Okal et al. 2020). Para confirmar el hallazgo
de una nueva especie de Anaplasma seria necesario secuenciar el genoma completo

(Dugat et al. 2015).
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En un caballo se detecté una especie no identificada de Ehrlichia, mediante
amplificacion del segmento del gen groEL, cuya secuencia de iniciadores fueron
disefiados especificamente para caracterizar una nueva especie determinada
previamente en otro estudio realizado (Arguedas et al. 2019). Se descarto la presencia
de E. canis, E. chaffeensis y E. ewingii, por lo que se sospecha gue se trate también
de una especie no descrita antes en equinos en el pais, lo que concuerda con reportes
de México, Nicaragua y Brasil que sugieren nuevas especies de Ehrlichia en equinos
(O’Nion et al. 2015; Vieira et al. 2016).

Solamente en tres caballos se encontr6 B. caballiy en uno T. equi. Esto difiere de
estudios que indican infecciones mayores con T. equi (Heim et al. 2007; Vega 2011;
Jiménez et al. 2014; Posada-Guzman et al. 2015) mientras que concuerda con otros
estudios que sugieren un mayor rango de infeccién de B. caballi (Pineda 1998; Rosales
et al. 2016).

Seis de los ocho equinos PCR positivos presentaron alteraciones hematoldgicas,
pero ausencia de signos clinicos, sugiriendo que cursaban infecciones subclinicas. La
anemia y trombocitopenia determinada, coincide hallazgos anteriores en equinos con
piroplasmosis en Cuba (Diaz et al. 2018), y en un estudio de hemoparasitos
(Anaplasma phagocytophilum, Trypanosoma evansiy Babesia equi) en Venezuela
(Castellanos et al. 2010). Mientras que la hipoglicemia se puede relacionar con una
disminucién de ingesta de alimentos o por mayor utilizacion de glucosa (van der Kolk
y Veldhuis 2013; Reed et al. 2018).

Un 63,5% (21/33) de animales negativos a hemoparasitos también presentaron

alteraciones hematoldgicas como hipoglicemia, elevacion de enzimas hepéaticas ALT
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y AST, FA, anemia y trombocitopenia, debido probablemente a deficiencias
nutricionales, estrés calorico, o enfermedades crénicas (Ott 2005; van der Kolk y

Veldhuis 2013; Diaz et al. 2018; Marks 2019).

El hallazgo hematolégico mas importante en los equinos PCR positivos a
Anaplasma spp. fue la anemia. Pese a que en la literatura se reporta la trombocitopenia
como el principal hallazgo (Dziegiel et al. 2013), solamente uno de los cuatro equinos
presentaba trombocitopenia, esto difiere de estudios realizados por Frazén y
colaboradores (2005, 2009), en los que el 100% (6/6) de los animales infectados con
A. phagocytophilum presentaban trombocitopenia (Frazén et al. 2005; Frazén et al

2009).

Dos de los tres equinos positivos a B. caballi presentaron anemia e hipoglicemia,
mientras que el equino positivo a T. equi presenté anemia, lo que concuerda con el
estudio de Diaz y colaboradores (2018) en Cuba, en el que el hallazgo mas importante
en infecciones con estos dos agentes lo fue la anemia, ademas hay estudios que

relacionan la hipoglicemia con babesiosis (Diaz et al. 2018; Naji 2019).

El equino PCR positivo a Ehrlichia spp. no mostré alteraciones hematolégicas, lo
cual difiere con otros estudios, que reportan la anemia como el hallazgo hematolégico
principal, esto puede deberse a que se tratara de una infeccion subclinica o que
estuviera en el periodo de incubacion de la enfermedad (Rivera y Motta 2013; Muraro

et al. 2021).
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A pesar de que en este estudio no se encontraron animales PCR positivos a E.
canis, E. ewingii, E. chaffeensis, A. phagocitophylum A. platys, A. platys like, A.
marginale, A. centrale y T. evansi, algunos de estos agentes han sido reportados en
equinos en Latinoamérica (Castellanos et al. 2010; O’Nion et al. 2015; Vieira et al.
2016; Diaz et al. 2018; Vieira et al. 2018), por lo que no se puede descartar que estén
circulando en Costa Rica. El disefio del estudio y el tamafio de la muestra pudieron ser

factores limitantes para la determinacidén de estos agentes.

Resulta importante destacar que los equinos analizados en este estudio no
presentaron garrapatas en el momento de la toma de las muestras sanguineas, ni
tampoco se encontré referencia alguna en el historial clinico. En el lugar en el que
habitan estos animales sélo se encontraron moscas Stomoxys calcitrans.

El grupo de moscas analizado resultd positivo a B. caballi, siendo el primer reporte
de este agente en moscas del establo en Costa Rica y a nivel mundial. Las moscas S.
calcitrans han sido reportadas como posibles vectores de T. equi en camellos en las
Islas Canarias (Espafa), por tratarse del Unico insecto hematéfago presente en una
finca de camellos positivos (Rodriguez et al. 2014), ademas, se ha detectado ADN de
Theileria orientalis, T. equi y T. capreoli en S. calcitrans en Hungria (Hornok et al.
2020); y en Costa Rica y Estados Unidos se han asociado de forma presuntiva con la
transmision mecanica de Anaplasma marginale en bovinos (Scoles et al. 2005; Oliveira
et al. 2011; Baldacchino et al. 2013).

Aunque no existe aun evidencia de que esta especie de moscas pueda transmitir

piroplasmosis, resulta importante realizar estudios para determinar si S. calcitrans
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puede actuar como vector mecanico o biolégico de hemoparasitos en equinos de
Costa Rica.

Los equinos PCR positivos, aunque asintomaticos, deben de ser tratados, ya que
representan una fuente de infeccion para los demas animales. Ademas, se recomienda
controlar en forma integral los ectoparasitos, en este caso S. calcitrans, evitando la
reproduccién de las moscas en materia fecal y en el forraje en descomposicion y
eliminando este tipo de materiales en las zonas de alimentacién y reposo de los
animales. Se deben controlar escapes de agua y aguas estancadas, evitar alta
vegetacion que puede ocultar las heces y favorecer la proliferacion de las moscas. Una
buena alternativa es el pastoreo rotacional que permite que haya mejor compactacion
de las heces y a su vez favorece su desecacion, control etolégico mediante trampas
gue se pueden realizar con bolsas blancas y adherente, que se colocan cada 20 metros
(Soldrzano et al. 2013; Wes et al. 2017).

Como parte del manejo integral, debe incluirse el control quimico, utilizando
insecticidas de contacto a base de piretroides y organofosforados en sitios de
descanso de la mosca, y productos adecuados usualmente a base de piretroides para
rociar sobre los equinos mediante aspersiones o pour on, y el control biolégico que se
ha desarrollado en los Ultimos tiempos mediante parasitoides como avispas, la especie
encontrada en el pais es Muscidifurax raptor, estos estudios de control biologico de
momento solo se han realizado con éxito en condiciones in vitro (Solérzano et al. 2013;
Wes et al. 2017).

Como los hemoparasitos se pueden transmitir de forma iatrogénica de animales

infectados a sanos, es importante reforzar medidas de bioseguridad, como utilizar una
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aguja por animal al tomar muestras sanguineas, al administrar medicamentos o
durante la vacunacién de los animales. Se recomienda determinar la presencia de
hemopardasitos antes de realizar transfusiones sanguineas para descartar una

infeccidn en animales donadores.
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5. CONCLUSIONES

5.1. Se detectaron especies nuevas de Anaplasma y Ehrlichia en el pais,
como también B. caballi y T. equi presentes en equinos de la Unidad de la Policia
Montada del Ministerio de Seguridad Publica de Costa Rica.

5.2. El grupo de equinos positivos a hemoparasitos presentd alteraciones
hematolégicas en ausencia de signos clinicos, sugiriendo que las infecciones
ocurrieron en forma subclinica

5.3. Es necesario implementar un control integrado de la mosca Stomoxys
calcitrans en los potreros en que habitan los equinos de la Unidad de la Policia
Montada para prevenir la transmision mecénica de hemoparasitos a estos animales,

debido al hallazgo de B. caballi en esta mosca.
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6. RECOMENDACIONES

6.1. A los investigadores y estudiantes de la Escuela de Medicina Veterinaria
de la Universidad Nacional, determinar las especies de Anaplasma y Ehrlichia que
infectan a los equinos de Costa Rica y estudiar si ocasionan enfermedad.

6.2. A los investigadores y estudiantes de la Escuela de Medicina Veterinaria
de la Universidad Nacional junto con el personal de la Policia Montada, investigar otras
posibles causas de anemia en la poblacién de equinos de la Policia Montada.

6.3. Al personal de la Policia Montada, evitar la presencia de Stomoxys
calcitrans mediante un control fisico, quimico y biolégico y un trabajo interdisciplinario
del médico veterinario y los cuidadores de los equinos.

6.4. A los investigadores y estudiantes de la Escuela de Medicina Veterinaria
de la Universidad Nacional, estudiar el potencial de las moscas Stomoxys calcitrans
como vectores mecéanicos o biolégicos de hemoparasitos en equinos.

6.5. A la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional,
continuar realizando investigaciones en beneficio de animales que trabajan para la
sociedad costarricense, como una forma de retribuir el aporte que ellos realizan en el

mejoramiento del pais y en pro del bienestar animal.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Ficha pararecoleccion de datos de equinos de la Policia Montada de
Costa Rica

INFORMACION DE LA MUESTRA

Ndmero de muestra

Fecha de muestreo

Identificacion del equino

Lugar de muestreo

INFORMACION GENERAL DEL PACIENTE

Color de pelaje:

Raza:

Edad:

Condicié.n Caquexia [ Mala O Regular O Buena [ Obesidad O
corporal:

;:glr;}jei:cién de Hirsuto O Malo O Regular O Bueno O

Actitud: | Deprimido [ Débil O Dacil O Alerta [ Agresivo [
Membranas Mucosas: Muy palidas O Péalidas [ Rosadas [ Ictéricas [

Tiempo de llenado capilar: 0-3 segundos [ Mas de 3 segundos [

Alojamiento: Estabulado [ Semiestabulado [ Pastoreo [

Temperatura:

Sintomatologia Epistaxis [ Petequias [ Equimosis [J |Hematuria [ | Ictericia [ | Edema escrotal (]
de: Fiebre [O Depresion [ Cianosis [ @ Ataxia O Disnea [J | Metrorragia O

PRESENCIA DE ARTROPODOS

GARRAPATAS Cantidad 1-10 O 11-20 O Méas de 20 O

sl CINO
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MOSCAS Cantidad 1-10 O 11-20 O Mas de 20 O
asi ONO

TABANOS Cantidad 1-10 [ 11-20 O Més de 20 [
asl CONO

INFORMACION ADICIONAL

Desparasitacion gsl ONO Producto utilizado:

¢Ha presentado . LAl

hemoparasitos? sl LINO ¢Cual?.
Diagnéstico OPCR OFrotis Tratamiento:

OBSERVACIONES




Anexo 2. Aval de la Comision de Bioéticay Bienestar Animal de la Escuela de

Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional

Universidad Nacional
Facultad de Ciencias de la Salud

UNIVERSIDAD NACIONAL Escuela de Medicina Veterinaria
CosTa RicaA

Comision de Bioética y Bienestar Animal
Tel. 2562-4565 / 2562-4569
/ 9 de junio de 2020
el / UNA-EMV-CBBA-ACUE-004-2020
LN«&(
mer

Dr. Enrique Capella Molina
Director
Escuela de Medicina Veterinaria

Estimado sefior:

Para su informacién y efectos consiguientes, me pemnito transcribir el acuerdo tomado por la
Comision de Bioética y Bienestar Animal, en la Sesién Ordinaria N°004-2020, celebrada el 9 de
junio de 2020, que dice:

Considerando

1. Que una vez revisado y analizado el proyecto titulado: “Hemoparasitos en equinos de la
Unidad de la Policia Montada del Ministerio de Seguridad Publica de Costa Rica”.

2. Que el mismo estara a cargo de la Dra. Gaby Dolz Wiedner.

3. Que el proyecto arriba enumerado todos los participantes se comprometen a guardar el
bienestar animal de todos los animales objeto del estudio.

4. Asimismo, el proyecto cumple los requisitos que se emanan de la Ley 7451 “Bienestar de los
Animales”.

PORLO TANTO, SE ACUERDA:

1. AVALAR EL PROYECTO TITULADO: “HEMOPARASITOS EN EQUINOS DE LA UNIDAD
DE LA POLICIA MONTADA DEL MINISTERIO DE SEGURIDAD PUBLICA DE COSTA
RICA”, PRESENTADO POR LA DRA. GABY DOLZ WIEDNER.

ACUERDO FIRME

Atentamente,

VERA Firmado digitalmente por

ALEXANDRA VERA ALEXANDRA
DA KONIG (FIRMA)

ESTRADA KONIG fechn 20300616
(FIRMA) 09:56:29-06'00°

Dra. Sandra Estrada Kénig
Coordinadora

Comité de Bioética y Bienestar Animal
Escuela de Medicina Veterinaria

C: Dra. Gaby Dolz Wiedner
Dr. Mario Baldi Salas
Dr. Mauricio Jiménez Soto
Dr. Julio César Rojas Ocampo

Tel. (506) 2277-3000
Apartado 86-3000
Heredia

Costa Rica
www.una.ac.cr

INSTITUCION BENEMERITA DE LA EDUCACION, LA TECNOLOGIA, LA CIENCIA'Y LA CULTURA COSTARRICENSE o LEY 9187
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Anexo 3. Electroforesis en gel de agarosa de los productos del PCR ARNr 16S
para Anaplasma spp.

800 pb —»

800 pb —»

MM: Marcador de peso molecular, 1: Control positivo, 2: Control negativo, 3,4,5,6:
muestras de equinos positivos PM5, PM10, PM16, PM 19, respectivamente.
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Anexo 4. Electroforesis en gel de agarosa de los productos del PCR groEL de

Ehrlichia spp.

MM: Marcador de peso molecular, 1: Control positivo, 2: Control negativo, 3: muestra
de equino positivos PM 12.
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Anexo 5. Electroforesis en gel de agarosa de los productos del PCR ARNr

18S de B. caballi.

MM: Marcador de peso molecular, 1, 2: Controles positivos, 4: Control negativo,
3,5,6: Muestras de equinos positivos PM 5, PM 22, PM 31, respectivamente.
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Anexo 6. Electroforesis en gel de agarosa de los productos PCR ARNr 18S de

T. equi.

MM: Marcador de peso molecular, 2,3,4,6,7: Controles positivos, 5: Control negativo,
1: Muestra de equino positivo PM 40.
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Anexo 7. Probo6scide picadora-suctoray patron de alas de Stomoxys calcitrans




Anexo 8. Coloracién de abdomen y patron de alas de mosca Stomoxys

calcitrans
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Anexo 9. Electroforesis en gel de agarosa de los productos PCR ARNr 18S de

B. caballi en moscas Stomoxys calcitrans.

MM: Marcador de peso molecular, 1: Control positivo, 2: Muestra de moscas
positivas 3: Control negativo.
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