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Resumen 
 

La Piroplasmosis Equina (PE) es una enfermedad muy extendida en una gran 

cantidad de países tropicales, subtropicales y de clima templado, entre los que se 

encuentra España. Esta parasitosis genera cuantiosas pérdidas económicas, pues reduce 

y dificulta el libre comercio y tránsito de los équidos entre países.  

Era obvia la necesidad de actualizar los conocimientos sobre esta parasitosis en 

nuestro país, para ello, se realizó un estudio epidemiológico con objeto de llegar a 

conocer su seroprevalencia, analizándose 3100 muestras de sueros de equinos de 

diferentes procedencias regionales. La metodología diagnóstica empleada fue la técnica 

de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), cuyos resultados permitieron mejorar la 

información aportada por los datos obtenidos en estudios previos, relativos a la 

presencia y distribución de esta enfermedad. Este estudio se ha desarrollado entre 

febrero y septiembre de 2014, muestreando una amplia zona de la geografía española 

que incluía 5 comunidades autónomas y 22 provincias (40% del total de ellas). Por lo 

tanto, creemos que se muestra una imagen significativa y bastante fiel de la realidad 

epidemiológica de esta hemoparasitosis en España. Se ha corroborado que la 

seroprevalencia detectada era bastante elevada, superior al 50%. Hemos constatado que 

la seroprevalencia de Theileria equi (44,55%) era superior a la de Babesia caballi 

(20,74%), con la particularidad que esta última tiende a predominar en el norte de la 

Península Ibérica. Además, se compararon los resultados obtenidos por las técnicas IFI 

y cELISA (VMRD®, Inc, Pullman, WA, USA) calculando el índice κ de Cohen, el cual 

permitió obtener el grado de concordancia entre los dos métodos diagnósticos. Para T. 

equi se ha obtenido un grado de acuerdo sustancial (κ=0,68). En cambio, en el caso de 

B. caballi, el grado de acuerdo fue discreto (κ=0,22). 

Adicionalmente, se ha desarrollado una técnica novedosa para el diagnóstico de 

la PE que reunía la PCR múltiple y la nested PCR o PCR anidada, a la cual se denominó 

PCR múltiple anidada (mn-PCR). Se diseñaron siete parejas de cebadores para el 

diagnóstico de T. equi y B. caballi. El diseño se realizó usando la información 

molecular disponible en la base de datos de secuencias genéticas del NCBI. Así, se 

descargaron secuencias de distintos loci génicos: 18S rRNA, β-tubulina, EMA-1 y 

citocromo B (cytB) en el caso de T. equi y 18S rRNA, β-tubulina y RAP-1 para B. 

caballi, respectivamente. Este método fue eficaz en la detección de ambos parásitos, 
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revelando una prevalencia total elevada (72,77%). Al igual que sucedía con la IFI, la 

prevalencia para T. equi fue superior (65,96%) a la detectada para B. caballi (29,36%). 

Los resultados de mn-PCR se compararon con los obtenidos mediante cELISA, 

siguiendo la misma metodología empleada en la investigación epidemiológica. Los 

resultados de la comparación confirmaron lo ya obtenido en el estudio previo, ya que el 

valor del índice κ de Cohen para T. equi (κ=0,83) resultó muy superior al obtenido para 

B. caballi (κ=0,06). Este hecho nos permitió concluir que la técnica cELISA fue menos 

eficaz para la detección de B. caballi en nuestro país, y por ello, sus resultados deben 

tomarse con cautela respecto a este parásito. El problema podría haber radicado en la 

existencia de una gran variabilidad genética en esta especie de protozoo. Para mostrar 

esto, se secuenció un fragmento del gen RAP-1 de B. caballi de tres muestras de sangre 

procedentes de caballos infectados con este parásito, procedentes de distintas áreas 

geográficas (Málaga, Cáceres y Segovia). Las tres muestras analizadas tuvieron la 

misma secuencia genética del gen RAP-1, que además resultó ser idéntica a secuencias 

procedentes de Israel. Muy sucintamente, el análisis filogenético mostró una clara 

separación en dos grandes superclados en base a la variación molecular del gen RAP-1. 

Por un lado, el superclado A reunió cepas o linajes de origen africano y mediterráneo 

(españolas e israelíes, entre otras). En el otro, el superclado B, incluyó las cepas de 

origen asiático y americano. De acuerdo con esta estructura filogenética, y teniendo en 

cuenta que el kit comercial cELISA se diseñó usando antígenos obtenidos de las cepas 

del superclado B, sugerimos que la diversidad genética afectaba al diagnóstico certero 

de las cepas españolas. En un estudio previo se había constatado la existencia de 

variabilidad genética en la especie B. caballi, ya que se aportó una nueva secuencia del 

gen de la β-tubulina obtenida de una cepa de origen español. En base a ambos estudios, 

sugerimos que dicha variabilidad podría llegar a tener cierta importancia tanto para 

actualizar la taxonomía de estos parásitos, como para el diagnóstico de esta enfermedad. 

Basándonos en la información molecular, no sólo se diseñaron unos oligonucleótidos 

específicos para la amplificación del gen de la β-tubulina de este parásito (aplicados 

más tarde a la técnica mn-PCR), sino que también se diseñó una PCR-RFLP para 

discriminar entre las dos cepas conocidas de B. caballi (origen francés y español). 

Por último, pero no por ello menos importante, se han estudiado los posibles 

factores de riesgo para la transmisión/expansión de la PE en nuestro país. Los estudios 

que hemos realizado, revelaron que la edad, la raza y la procedencia geográfica eran 

factores de riesgo para contraer esta enfermedad. Sin embargo, el color de la capa y el 
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sexo no estaban asociados significativamente con la seropositividad según los 

resultados obtenidos por IFI. Tras el análisis de los datos obtenidos por mn-PCR y 

cELISA, la edad destaca como un factor de riesgo para el contagio de T. equi (no así 

para B. caballi). El factor sexo no se asoció significativamente a la aparición de B. 

caballi y sólo mediante cELISA, resultó ser un factor de riesgo para la presencia de T. 

equi, muy posiblemente asociado al manejo. 

 

Podemos concluir que resulta necesaria la comparación entre los métodos de 

diagnóstico de la PE, para determinar su eficacia en los diferentes países, pues se ha 

demostrado la existencia de variabilidad genética entre las cepas de distintos orígenes 

geográficos. Además, el estudio de la variabilidad genética puede ayudar al diseño de 

nuevas herramientas diagnósticas, como puede ser la mn-PCR, la cual ha permitido, al 

igual que la IFI y cELISA, demostrar que España es un país endémico a PE. 
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Summary 
 

 Equine Piroplasmosis (EP) is a widespread disease in a large number of tropical, 

subtropical and temperate countries, including Spain. This parasitosis causes great 

economic losses. Furthermore, it reduces and hinders the free trade of equids between 

countries. 

 An epidemiological study was performed to determine the seroprevalence of this 

disease in an extense area of Spain, due to the need to update the knowledge on this 

parasitic disease in our country. Thus, 3100 sera samples from different Spanish regions 

were analysed. The diagnostic technique used was the Immunofluorescence Antibody 

Test (IFAT) and the results allowed to improve the information on the presence and 

distribution of that disease. This study was developed between February and September 

2014 in a large area of the Spanish geography, 22 provinces in 5 regions. Therefore, 

these data provided a reasonably accurate snapshot of the epidemiological reality of this 

haemoparasitosis in Spain. It was corroborated that the obtained seroprevalence was 

quite high (higher than 50%). Also, it has been verified that the seroprevalence of 

Theileria equi (44.55%) was higher than that of Babesia caballi (20.74%). And B. 

caballi tends to be more frequent in the north of the Iberian Peninsula. In addition, the 

results obtained by the IFAT and the cELISA technique (VMRD®, Inc, Pullman, WA, 

USA) were compared calculating the Cohen´s kappa coefficient (κ), which allowed to 

know the concordance between the two techniques. A substantial agreement was 

obtained (κ = 0.68) for T. equi. Meanwhile, the kappa value for B. caballi was lower 

than that for T. equi (κ = 0.22), showing only a fair agreement. 

 In addition, a novel diagnostic technique was developed in order to diagnose EP. 

It combined the multiple PCR and nested PCR, which was called multinested PCR (mn-

PCR). Seven primers pairs were designed for the diagnosis of T. equi and B. caballi 

using the molecular information available in the NCBI database. The design of these 

primers was made using different sequences of different gene loci: 18S rRNA, β-tubulin, 

EMA-1 and cytochrome B (cytB) for T. equi and 18S rRNA, β-tubulin and RAP-1 for B. 

caballi. The mn-PCR was effective in the detection of both parasites, as it detected a 

high overall prevalence (72.77%). The T. equi prevalence was higher (65.96%) than that 

detected for B. caballi (29.36%), as it was showed using the IFAT. The mn-PCR results 

were compared with those obtained by cELISA, using the Cohen´s kappa coefficient, 
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the same statistic used in the epidemiological study. The results of the comparison (mn-

PCR vs. cELISA) confirmed what was already obtained in the previous study (IFAT vs. 

cELISA), since the κ value for T. equi (κ = 0.83) was much higher than that obtained for 

B. caballi (κ = 0.06). Considering these results, it can be concluded that the cELISA 

technique was less effective for the detection of B. caballi in our country. Therefore, the 

results obtained using the cELISA commercial kit for B. caballi with samples from 

Spain should be taken with caution. The reason to explain the low performance of the B. 

caballi commercial kit would be the existence of a genetic variation in this species of 

protozoan. Furthermore, it was sequenced a fragment of the B. caballi RAP-1 gene from 

three blood samples from horses infected with this parasite. These samples were 

collected from different geographical areas of Spain (Málaga, Cáceres and Segovia). 

The three samples analysed had the same genetic sequence of the RAP-1 gene, which 

was identical to sequences from Israel. The phylogenetic analysis showed a clear 

separation in two large superclades based on the molecular variation in the RAP-1 gene. 

The superclado A included the strains or lineages of African and Mediterranean origin 

(Spanish and Israeli, among others). The other superclade, the superclado B, included 

Asian and American strains. In agreement with this phylogenetic analysis, the genetic 

variation could be limited the accurate diagnosis of Spanish strains considering that the 

cELISA commercial kit was designed using antigens obtained from strains of the 

superclade B. Previously, our studies have confirmed the existence of genetic variability 

of the β-tubulin gene of B. caballi, since a new sequence of this gene had been provided 

from a Spanish strain. According to our studies, the genetic variation could become 

important not only when updating the taxonomy of these parasites, but also for the 

diagnosis of this disease. Based on the molecular PCR information, not only specific 

oligonucleotides were designed in the amplification of the β-tubulin gene of B. caballi 

(applied later to the mn-PCR technique), but also a PCR-RFLP was designed in order to 

discriminate between the two known strains of B. caballi (French and Spanish strains). 

 Last but not least, we have studied the possible risk factors for the transmission / 

expansion of EP in Spain. The studies that we have conducted revealed that the age, the 

breed and the geographical location were risk factors for this parasitic infection. 

However, the coat colour and the sex were not significantly associated with 

seropositivity according to the results obtained by IFAT. The age was a risk factor for 

the T. equi infection (not for B. caballi) after analising the data obtained by mn-PCR 
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and cELISA. The sex was not significantly associated with the presence of B. caballi 

and only by cELISA, the sex was a risk factor associated to the T. equi seroprevalence. 

 

 In conclusion, it is necessary to compare the EP diagnostic methods, to 

determine its effectiveness detecting B. caballi and T. equi in different countries, since it 

has been demonstrated the existence of genetic variability between strains of different 

geographical locations. In addition, the study of genetic variability can help to design 

new diagnostic tools, such as the mn-PCR, which has allowed (as the IFAT and 

cELISA) to determine that Spain is an endemic country for EP. 
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   1.1.- Introducción 
 

El caballo (Equus ferus caballus, Linneo, 1758) ha sido desde siempre uno de 

los animales más valorados por las diversas civilizaciones, pues desde su domesticación 

(hace aproximadamente unos 5000 años en las estepas occidentales de Eurasia) (Valdez, 

2013) ha sido admirado por su belleza y elegancia, y se ha empleado para numerosas 

actividades que abarcan desde la guerra y el transporte de mercancías, hasta el recreo y 

el deporte. 

 

El reconocimiento nacional e internacional de nuestros equinos, por su calidad 

genética y funcional, ha favorecido el crecimiento de un sector productor de los más 

arraigados hoy en día en nuestro país. Sin embargo, la compra-venta de estos équidos se 

ha visto afectada en los últimos años por la grave crisis económica que sufrimos. A 

pesar de ello, este sector no ha dejado de tener gran importancia en España (Junta de 

Extremadura, 2016). 

 

El censo caballar en España a día de 01 de marzo de 2018 ascendía a 632355 

caballos, siendo Extremadura, la región que ocupaba el cuarto lugar, con 40569 cabezas 

de equinos censados (Lueso, 2018). Cabe destacar que, dentro de los caballos de pura 

raza, el que predomina en nuestra cabaña equina pertenece a la raza más emblemática 

de nuestro país, que es el Pura Raza Española (PRE) (Junta de Extremadura, 2016). 

 

El comercio nacional e internacional de equinos es una actividad económica 

relevante. En 2017, España exportó más de 6000 caballos, aunque en los últimos años 

las exportaciones han disminuido notablemente (Lueso, 2018). Por ello, es conveniente 

vigilar los aspectos relacionados con la sanidad de estos animales que traspasan tanto 

límites regionales como fronteras internacionales. No en vano, la Organización Mundial 

de Sanidad Animal (OIE) determina la necesaria vigilancia de ciertas enfermedades 

para evitar su propagación internacional. El montante de pérdidas que generan dichas 

enfermedades es muy importante, por lo que se deben tomar todas las medidas 

necesarias que conduzcan a disminuir su incidencia. Entre estas enfermedades ocupa un 

lugar destacado la Piroplamosis Equina (PE), enfermedad anemizante causada por dos 

hemoparásitos: Theileria equi y Babesia caballi. Es una enfermedad que afecta a 
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caballos, burros, mulas y cebras (Soulsby, 1987; Quiroz, 1990). Se encuentra 

ampliamente distribuida por zonas tropicales, subtropicales y templadas (Chevrier et al., 

1979; Friedhoff, 1982; Tenter y Friedhoff, 1986), por lo que también está presente en 

nuestro país, donde la situación epidemiológica se puede considerar como endémica 

(Habela et al., 2005b). Esta parasitosis es transmitida a través de vectores, las garrapatas 

duras o ixódidos (Catcott y Smithcors, 1972), siendo los géneros Hyalomma, 

Rhipicephalus y Dermacentor (Brüning, 1996; Friedhoff, 1988; de Waal, 1992; 

Uilenberg, 1995; Mehlhorn y Schein, 1998; Battsetseg et al., 2001; Massaro et al., 

2003; OIE, 2014) los que se cree que potencialmente participan en el contagio de dicha 

enfermedad. Todos estos géneros se encuentran presentes de forma más o menos 

abundante en España, incluida Extremadura (Habela et al., 2005b). 

 

Esta protozoosis genera gran cantidad de pérdidas económicas en nuestra 

comunidad, en nuestro país y en general en todos los países donde la enfermedad es 

endémica (Friedhoff et al., 1990; Brüning et al., 1997; Asgarali et al., 2007; Acici et al., 

2008; Hunfeld et al., 2008). Entre otras razones, estas pérdidas se derivan de las 

limitaciones o restricciones que lógicamente aplican ciertos países a la admisión de los 

animales positivos, países como por ejemplo Argentina, Australia, Brasil, Canadá, 

Chile, EEUU, Japón, etc. (Jongejan y Uilenberg, 2004), que exigen en sus 

reglamentaciones sanitarias la negatividad a las pruebas serológicas (Brüning, 1996; 

Schein, 1988; Tenter y Friedhoff, 1986). En este sentido, y como ya hemos referido 

anteriormente, hay que destacar que tanto España como Portugal se sitúan en una zona 

endémica de enfermedad, lo cual limita la exportación del "Pura Raza Español" y del 

caballo "Lusitano", razas de reconocido prestigio internacional. Estas pérdidas también 

se producen por las muertes ocasionadas tanto en potros como en adultos y por la 

pérdida de funcionalidad derivadas de las secuelas originadas. En determinados casos se 

puede llegar a alcanzar una mortalidad de hasta el 50% (de Waal, 1992). Conviene 

cuantificar los gastos originados por el tratamiento de los animales afectados y de la 

prevención de la infestación por garrapatas. Es por ello, que la comunidad científica 

apoya firmemente la necesidad de evitar la propagación a otros países de las diferentes 

especies de ixódidos potencialmente implicadas como vectores de esta enfermedad 

(Knowles, 1996). Hay que considerar también las mermas económicas debidas a la 

existencia de la transmisión transplacentaria en el caso de infección por T. equi 

(Erbsiöh, 1975; Phipps y Otter, 2004; Georges et al., 2011; Chhabra et al., 2012), que 
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puede provocar abortos, nacimientos prematuros o nacimiento de potros portadores 

asintomáticos (Potgieter et al., 1992; Phipps y Otter, 2004; Allspp et al., 2007; Santos et 

al., 2008). 

 

Cabe destacar, que el diagnóstico de esta hemoparasitosis no es totalmente 

efectivo a día de hoy. Son muchas las técnicas diagnósticas que se han empleado y 

emplean para la detección de los caballos infectados. Estos métodos, que son tanto 

directos como indirectos, muestran una sensibilidad y especificidad muy dispar, 

pudiendo aparecer falsos negativos y falsos positivos. Muchos de estos errores son 

consecuencia de las reacciones cruzadas que suelen presentarse. Todo ello es de vital 

importancia de cara a la exportación de los animales, pues diferentes autores están 

demostrando que algunos caballos importados a sus países son portadores de T. equi y 

B. caballi (Sigg et al., 2010; Baptista et al., 2013; Ayala-Valdovinos et al., 2014). Las 

técnicas directas más utilizadas son la visualización microscópica de frotis sanguíneos 

teñidos y la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) en alguna de sus variantes 

(PCR convencional, PCR anidada, PCR múltiple, etc.). La observación al microscopio 

de los frotis sanguíneos ayuda principalmente en el diagnóstico de animales en fase 

aguda de la enfermedad. La PCR puede emplearse en todas las fases de la enfermedad. 

También se emplean los métodos indirectos serológicos para la detección de anticuerpos 

específicos frente a T. equi y B. caballi, como la Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y 

las técnicas inmunoenzimáticas (ELISA), destacando la ELISA competitiva (cELISA) 

entre estas últimas. La metodología serológica es de elección para el diagnóstico de los 

caballos portadores crónicos (de Waal, 2012; Chantal et al., 2013; Wise et al., 2013; 

Mans et al., 2015). Algunos autores destacan la necesidad de combinar varias de estas 

técnicas, para realizar un diagnóstico más efectivo (Wise et al., 2013).    

  

Un problema añadido es el referido al tratamiento. Hay que destacar que son 

pocos los principios activos que se encuentran disponibles en el mercado para combatir 

esta enfermedad. Ninguno de ellos permite la eliminación total (esterilización) de T. 

equi del animal portador. El único principio activo que puede llegar a ser eficaz contra 

este parásito son las naftoquinonas, entre ellas la buparvacuona (Butalex®). Sin 

embargo, la comercialización de este medicamento no está permitida en la Unión 

Europea. Las infecciones causadas por B. caballi pueden ser tratadas con el 
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dipropionato de imidocarb (Imizol®), siendo por ahora el principio activo más efectivo 

(Brüning, 1996; de Waal, 1992). 

 
La lucha y control frente a las garrapatas es una de las posibilidades para 

prevenir la enfermedad (Brüning, 1996; de Waal, 1992). Para ello, se utilizan acaricidas 

con objeto de reducir los riesgos de infestaciones en las épocas de mayor exposición. El 

mayor problema que se presenta en el control de las garrapatas es la aparición de 

resistencias frente a los acaricidas, teniendo en cuenta, además, que el mantener 

animales libres de parásitos en muchos casos resulta muy difícil, por no decir, inviable. 

También podría optarse por el empleo de vacunas frente a garrapatas (que ya se aplican 

en bovinos), pero a día de hoy no existe ninguna para équidos. Otra de las mejores 

soluciones sería el desarrollo de una vacuna efectiva frente los piroplásmidos equinos, 

posibilidad que se viene investigando desde hace tiempo con objeto de lograr este fin 

(Brüning, 1996; Kumar et al., 2002). En la actualidad sólo se han comercializado 

vacunas frente a Babesiosis en perros y ninguna para équidos (Rothschild, 2013; Wise 

et al., 2013; OIE, 2014). 
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1.2.- Justificación y objetivos 
 

Como ya indicábamos anteriormente, hoy en día no existe una técnica eficaz 

para el diagnóstico de la PE. En España los métodos serológicos como la 

Inmunofluorescencia Indirecta y la técnica cELISA son los más empleados, además de 

ser los recomendados por la OIE (OIE, 2014) para la detección de anticuerpos frente a 

T. equi y B. caballi. Con respecto a la PCR, podemos decir que es una técnica 

prometedora para el diagnóstico de PE, aunque poco usada en el territorio español. La 

PCR permite la detección de animales enfermos tanto en la fase aguda como en la fase 

crónica, incluso con baja parasitemia (Bashiruddin et al., 1999; Nicolaiewsky et al., 

2001; Rampersad et al., 2003; Alhassan et al., 2005; Alhassan et al., 2007b; Bhoora et 

al., 2010a). La investigación sobre las diferentes variantes de la PCR, o incluso su 

combinación, parece ser una solución al problema de la falta de una técnica realmente 

efectiva y satisfactoria. 

 

No son muy numerosos los estudios realizados sobre la prevalencia de esta 

parasitosis en España, por lo que no existen muchos datos actuales a nivel nacional. 

Cabe reseñar las investigaciones realizadas por la Unidad de Parasitología de la 

Facultad de Veterinaria de Cáceres, que lleva años realizando análisis serológicos 

basados en la IFI en la región extremeña y el resto del territorio nacional (Habela et al., 

1989, 1995, 1998a, 2005a). También algunos otros estudios autonómicos (Camacho et 

al., 2005; García-Bocanegra et al., 2013) e incluso los desarrollados por ciertos 

laboratorios en el ámbito del diagnóstico previo a la exportación (Camino et al., 2016). 

Ello revela la escasa información disponible hasta el momento referida a nuestro país. 

     

Hemos corroborado la existencia de problemas debido a las discrepandias que 

los autores consultados muestran con respecto a la sensibilidad y especificidad entre 

técnicas diagnósticas, y por ello, nos propusimos desarrollar una nueva herramienta 

diagnostica que mejorase las disponibles en la actualidad.   

 

Por todo ello, se justifican los trabajos realizados en esta tesis doctoral, ya que 

permitirán la mejora en diferentes aspectos diagnósticos y por extensión, ampliar las 
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posibilidades de control sobre esta enfermedad parasitaria ampliamente extendida en 

España.  

    Así, el objetivo general de esta investigación ha sido desarrollar una técnica 

diagnóstica útil, fiable y precisa, que permitirá no sólo la detección de équidos que se 

encuentren en una fase aguda de la enfermedad, sino también de aquellos aparentemente 

sanos pero que son considerados portadores inaparentes o crónicos. El hecho de poder 

detectar los animales infectados en cualquiera de sus fases de forma fehaciente, podría 

evitar el recelo de los compradores tanto nacionales como internacionales, favoreciendo 

la reactivación del mercado de équidos. 

     

Paralelamente, se comparó la eficacia de diferentes técnicas diagnósticas 

empleadas (serológicas y moleculares) para determinar cual de ellas era más efectiva en 

la detección de esta enfermedad en nuestro país, hecho muy importante para contribuir a 

evitar la difusión de la PE, dentro y fuera de nuestras fronteras, como decíamos 

anteriormente. 

  

 

Todas las consideraciones anteriormente expuestas se concretan en los objetivos 

específicos de esta tesis, que se detallan a continuación: 

 

1.- Contribuir al conocimiento sobre la variabilidad genética de distintas cepas 

de B. caballi de procedencia española, mediante el empleo y la secuenciación molecular 

de los genes de la β-tubulina y el RAP-1. 

 

2.- Realizar un estudio epidemiológico para determinar la prevalencia de la 

Piroplasmosis Equina en el centro y sur de la Península Ibérica mediante el análisis 

serológico por la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). 

 

3.- Comparar las dos técnicas de diagnóstico serológicos tradicionales, IFI y 

cELISA, determinando el grado de concordancia entre ambas. 

 

4.- Desarrollar y estandarizar una técnica de diagnóstico molecular eficaz y 

viable que permita detectar los hemoprotozoos causantes de la PE: T. equi y B. caballi. 

Este procedimiento estará basado en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 
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empleando para ello y de manera simultánea diferentes genes (PCR múltiple), 

combinándola con la PCR anidada, creando así una PCR múltiple anidada (mn-PCR), 

más eficaz en teoría que ambos métodos por separado. 

 

5.- Efectuar un estudio comparativo entre la técnica molecular mn-PCR con una 

inmunológica convencional: cELISA.  

 

 

Cada uno de estos objetivos se alcanzó de forma particular en los trabajos 

desarrollados y expuestos en el compendio de publicaciones científicas que componen 

esta tesis doctoral. Así, el primer objetivo fue conseguido en dos de los estudios que a 

continuación detallamos: «Genetic variation of the β-tubulin gene of Babesia caballi 

strains» y «A multinested-PCR for detection of equine piroplasmids Babesia 

caballi and Theileria equi». 

Los objetivos 2 y 3 se consiguieron con el estudio realizado en el artículo 

científico titulado: «Seroprevalence of Theileria equi and Babesia caballi in horses in 

Spain».  

Los dos últimos objetivos (4 y 5) se alcanzaron en la publicación titulada: «A 

multinested-PCR for detection of equine piroplasmids Babesia caballi and 

Theileria equi». 
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2.1.- Antecedentes 
 

Posiblemente, la primera mención a la PE fuera realizada por Wiltshire en 1883, 

cuando la denominó “antrax fever”. En el mismo año (1883), Hutcheon designó a este 

trastorno como “fiebre biliar”, discrepando con Wiltshire en cuanto a su origen. En 

1888, Dupuy describió esta afección como “malaria equina” en el oeste de África. 

Posteriormente, en 1894, diferentes autores, entre los que destacamos a Nunn y 

Rutherford, denominaron esta enfermedad como la “forma biliar de la peste equina”. 

Guglielmi (1899) fue el primer autor que detectó el protozoo en la sangre de los 

équidos. En 1902, Rickmann estudió esta enfermedad también en el continente africano, 

indicando que dicho hemoparásito era el agente causal de la “peste equina”. Pero sería 

Theiler (1901, 1902) el primer investigador que discriminase entre la “fiebre biliar” y la 

“peste equina”, pese a que un mismo individuo pudiera padecer ambas afecciones 

simultáneamente (DAFF, 2016).  

En 1901, Theiler envió unas extensiones sanguíneas de caballos que 

supuestamente padecían “fiebre biliar” a Laveran, para que éste determinara el agente 

causal que estaba provocando realmente la enfermedad. Laveran identificó a estos 

parásitos como piroplásmidos, incluyéndolos dentro del género Piroplasma, 

nombrándolos como Piroplasma equi (Laveran, 1901). Más tarde, Koch (1904) 

diferenciaría, gracias a la morfología, las dos formas parasitarias que causaban la PE, 

considerando que eran agentes causales de procesos diferentes (DAFF, 2016).  

Posteriormente, Nuttal y Strickland (1910, 1912) demostraron que la PE era 

causada por dos parásitos intracelulares diferentes, los cuales fueron clasificados en dos 

géneros distintos. Los parásitos detectados y descritos por Theiler y Laveran (1901), 

fueron incluidos por Franca (1909) en el género Nuttalia (citado por Wenyon, 1926) 

(DAFF, 2016), que poco más tarde se reclasificaría taxonómicamente como Babesia 

equi, aunque el nombre de Nuttalia equi se seguiría empleando hasta los años ´40 

(Scoles y Ueti, 2015). En 1998, B. equi pasaría a formar parte del género Theileria 

(Mehlhorn y Strickland, 1998) en base a sus características morfológicas, biológicas, 

isoenzimáticas y moleculares, así como por su resistencia a babesicidas y sensibilidad a 

fármacos con poder theilericida (Scoles y Ueti, 2015).  

Como indicaron Scoles y Ueti (2015), otros parásitos morfológicamente más 

alargados, y en un principio denominados Piroplasma caballi, se incluyeron en el 
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género Babesia (Nuttal y Strickland, 1912), manteniéndose desde entonces en dicho 

género y denominándose como Babesia caballi. 

 

Desde su descripción, ambos parásitos han sido detectados en la mayoría de los 

países de los continentes africano, americano, asiático y europeo (Tenter, 1986; Tenter 

et al., 1988; Friedhoff et al., 1990; de Waal, 1992: Barbosa, 1995; Xuan et al., 2002; 

Akkan et al., 2003; Xu et al., 2003; Boldbaatar et al., 2005; Salim et al., 2008; Sevinc et 

al., 2008; Kerber et al., 2009; Jaffer et al., 2010; Kouam et al., 2010a; Moretti et al., 

2010; Mujica et al., 2011; Seo et al., 2011; Ribeiro et al., 2013a; Ros-García et al., 

2013; Vieira et al., 2013; Guidi et al., 2015; Posada-Guzmán et al., 2015; Mahmoud et 

al., 2016; Sumbria et al., 2016b).  

 

 Como ya apuntó Sevilla (2005), el primer caso descrito en España de 

theileriosis se detectó en una yegua de la provincia de Badajoz en 1934, hallazgo 

realizado por Almarza Herranz. Posteriormente, en 1941 y en 1943, Bueso Gómez 

vuelve a diagnosticar en la misma provincia otros dos casos de theileriosis en caballos. 

Este mismo autor, hasta 1944, comunicó haber tratado otros cinco casos de infección 

por B. caballi, como se reflejó en un artículo de revisión sobre esta hemoparasitosis 

escrito por Cordero del Campillo et al. (1974). Durante esta década y hasta los años 

ochenta, muchos son los casos de PE que se denunciarían en las provincias extremeñas 

de Badajoz y Cáceres, y también en Ciudad Real y Toledo (Castilla la Mancha), 

Córdoba (Andalucía), León (Castilla y León), así como en Navarra. Estos datos se 

reflejaron en el Índice-Catálogo de Zooparásitos Ibéricos de 1980 (Cordero del 

Campillo et al., 1980). Más tarde se describen otros casos en la provincia de Granada 

(Romero y García, 1981). Desde entonces y hasta nuestros días no han dejado de 

notificarse casos producidos por ambos hemoparásitos, no sólo en la geografía española 

(Habela et al., 1989, 1995, 1998a, 2005a; Camacho et al., 2005; Vega y Domingo, 

2012; García-Bocanegra et al., 2013; Camino et al., 2016) sino en prácticamente todos 

los países del mundo, como ya hemos comentado. 
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2.2.- Sistemática 
 

La taxonomía y clasificación de estos parásitos es confusa y está 

permanentemente sometida a debate.  

Según Votýpka (2011), varios géneros han sido descritos históricamente como 

piroplásmidos: Theileria y Rangelia pertenecientes a la familia Theileriidae, que se 

caracterizaban por poseer esquizogonias preeritrocíticas en los linfocitos, y los géneros 

Babesia o Piroplasma, Nicollia, Nuttallia, Smithia, Rossiela y Gonderia perteneciente a 

la familia Babesiidae que diferían morfológicamente en el aspecto de su forma 

intraeritrocitaria. Además, otros géneros se describieron como integrantes de este grupo: 

Microbabesia o Babesiella, Achromaticus y Cytotauxzoon. Posteriormente, la 

clasificación de los piroplásmidos se redujo sólo a dos familias, por un lado, la familia 

Theileriidae (du Toit, 1918) que comprende únicamente el género Theileria 

(Bettencourt, Franca y Borges, 1907) y que consta de unas 40 especies y, por otro lado, 

la familia Babesiidae (Poche, 1913), que contiene el género Babesia (Starcovici, 1893) 

con más de 110 especies. Las diferencias que determinaron la separación entre ambas 

familias, fueron las siguientes: la ausencia de un ciclo preeritrocitario en el caso de 

Babesia y la ausencia de una transmisión transovárica en Theileria (Homer et al., 2000). 

Los dos agentes causales de la PE son integrantes del Infraphylum Apicomplexa 

que se replican en el interior de las células sanguíneas. La denominación “apicomplexa” 

deriva de la posesión de un complejo apical que permite al protozoo invadir la célula a 

parasitar. Estos parásitos denominados durante mucho tiempo esporozoos, se 

encuentran incluidos hoy día dentro de los alveolados (Superphylum Alveolata), por la 

presencia de alveolos corticales en su célula (OCW, 2018). Estas estructuras vesiculares 

se encuentran situadas debajo de la membrana citoplasmática del parásito (Boenigk et 

al., 2015; OCW, 2018).  

 

Nos vamos a centrar en primer lugar en B. caballi, para después describir las 

peculiaridades de T. equi. 
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2.2.1.- Taxonomía de Babesia caballi 

Tradicionalmente, las babesias se han agrupado en dos grupos de acuerdo a su 

tamaño. En un primer grupo se encuentran las babesias pequeñas, cuyos merozoítos 

miden 1-2,5 µm, entre las que encontramos a B. microti y a B. gibsoni. El otro grupo 

está conformado por las llamadas babesias grandes como Babesia caballi y Babesia 

canis, con merozoítos que miden entre 2,5-5 µm (Homer et al., 2000; OCW, 2018). 

La clasificación taxonómica se ha basado en características morfológicas, 

morfométricas, biológicas, antigénicas, inmunoenzimáticas, así como en los resultados 

de estudios moleculares de ADN. A continuación, mostramos la clasificación 

taxonómica propuesta por Ruggiero et al. (2015). 
 

    Superreino Eukaryota (Chatton, 1925) 

         Reino Chromista (Cavalier-Smith, 1981) 

             Subreino Harosa (Cavalier-Smith, 2010) 

                 Infrarreino Halvaria (Cavalier-Smith, 2010) 

                     Superphylum Alveolata (Cavalier-Smith, 1991) 

       Phylum Miozoa (Cavalier-Smith, 1987) 

     Subphylum Myzozoa (Cavalier-Smith y Chao, 2004) 

         Infraphylum Apicomplexa (Levine, 1970) 

       Superclase Sporozoa (Leuckart, 1879) 

           Clase Coccidiomorphea (Doflein, 1901) 

            Subclase Hematozoa (Vivier, 1982) 

             Superorden Aconoidia (Cavalier- Smith, 2014) 

      Orden Piroplasmida (Wenyon, 1926) 

                       Familia Babesidae (Poche, 1913) 

                 Género Babesia (Starcovici, 1893) 

                    Especie Babesia caballi (Nuttal y Strickland, 1919) 
 

2.2.2.- Filogenia de Babesia caballi 

En el caso de B. caballi, se han ido descubriendo nuevas cepas a lo largo del 

tiempo. La filogenia de estos parásitos no es más que una forma de establecer las 

relaciones ancestro-descendiente en un escenario que abarca cualquier nivel 

taxonómico, siempre con el matiz que aporte el gen que se esté analizando (Tamura et 

al., 2013).  

Uno de los genes más empleados en los estudios filogenéticos y apropiado para 

este fin según algunos autores (Ellis et al., 1992), es el gen 18S rRNA, sobre el que 



  Revisión bibliográfica    

 

17 
 

hablaremos a continuación. Es uno de los genes más conocidos, habiendo sido usado 

desde hace tiempo para análisis filogenéticos tanto de Babesias como de Theilerias.  

A finales del siglo XX, sólo se tenían datos moleculares de ADN en el GenBank 

(base de datos de secuencias genéticas del NCBI) de una secuencia del gen 18S rRNA 

de una cepa de B. caballi procedente de Sudáfrica, empleada en los estudios 

filogenéticos. Con esta secuencia se determinó que este parásito se encontraba en un 

grupo junto con otras babesias de gran tamaño como B. bigemina y B. canis, y cerca de 

Babesia bovis (Allsopp et al., 1994). 

En 2004, Criado-Fornelio et al., tras la secuenciación de ciertas cepas de dicho 

gen, determinaron que había tres genotipos de B. caballi diferentes en España. El 

genotipo B. caballi Spain 2 era igual al descubierto en Sudáfrica, mientras que los 

denominados como B. caballi Spain 1 y B. caballi Spain 3 eran diferentes (presentaban 

una homología con el genotipo de Sudáfrica del 97% y 99%, respectivamente). El árbol 

filogenético que obtuvieron (que incluía las pocas secuencias que se conocían tanto de 

Babesias como de Theilerias) demostraba que las Babesias se encontraban en un grupo 

totalmente diferenciado de las Theilerias. 

Nagore et al. (2004) establecieron la existencia de dos genotipos distintos de B. 

caballi en España. Uno de ellos era muy similar al procedente de Sudáfrica, el otro era 

un genotipo diferente, al que denominaron B. caballi-like, y que presentaba un 97,4% 

de identidad genética con la secuencia sudafricana. El árbol filogenético que obtuvieron 

a partir de las secuencias de Babesia y Theileria no difería del de Criado-Fornelio et al. 

(2004), que mostraba dos grupos, uno que incluía Babesias y el otro Theilerias. 

Más tarde, Bhoora et al. (2009) describieron la existencia de seis secuencias 

nuevas de B. caballi en Sudáfrica. El análisis filogenético que realizaron con las 

variantes de B. caballi, las separaba en dos grupos. El primero (A) incluía dos 

secuencias españolas (Criado-Fornelio et al., 2004; Nagore et al., 2004) junto con una 

cepa de Estados Unidos (Kappmeyer et al., 1999). El segundo grupo (B) estaba formado 

por dos subgrupos (B1 y B2), en los que se encontraban cepas obtenidas exclusivamente 

en Sudáfrica (incluida la primera cepa conocida de B. caballi). 

Un año después, Bhoora et al. (2010b), tras secuenciar el gen 18S rRNA de 

algunas cepas de sus cultivos in vitro y añadirlas a su cladograma, confirmaron la 

existencia de los clados establecidos en su estudio anterior (Bhoora et al., 2009).  

Posteriormente, Munkhjargal et al. (2013), al aportar nuevas secuencias de B. 

caballi procedentes de Mongolia, establecieron la existencia de tres genotipos dentro de 
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esta especie (A, B y C). El A incluía secuencias de Mongolia, una de Sudáfrica y una 

española (Nagore et al., 2004). En el B se situaban la mayoría de las cepas sudafricanas 

y el C estaba constituido básicamente de variantes originarias de Mongolia, el cual 

mostraba cierta diversidad (96,5-100% de identidad entre las secuencias). 

Qablan et al. (2013), también aceptaron la existencia de tres genotipos de B. 

caballi, pues así lo mostraba su análisis filogenético. Ellos incluyeron diferentes 

secuencias obtenidas en Jordania, que resultaron estar distribuidas en los tres genotipos. 

En el genotipo A se situaban, además, secuencias de origen español. En el B y en el C, 

también se incluían secuencias procedentes de Sudáfrica. Los grupos A y B ya habían 

sido establecidos por Bhoora et al. (2009). 
 

Los primeros autores que aportaron cierto conocimiento sobre el gen RAP-1 

(gen que codifica la proteína 1 asociada a la roptria), sinónimo del gen BC48, fueron 

Kappmeyer et al. (1999) e Ikadai et al. (1999), quienes emplearon cepas de origen 

americano para el desarrollo de la técnica cELISA y ELISA, respectivamente. Mucho 

más tarde, estudios de Bhoora et al. (2010b) contribuyeron con una serie de secuencias 

obtenidas de B. caballi procedentes de Sudáfrica. Estos autores realizaron un estudio 

filogenético con todas las secuencias hasta el momento conocidas, dando a entender que 

había dos grupos principales de B. caballi (A y B). El grupo A incluía las secuencias 

previamente descubiertas (origen americano) y el B las secuencias de Sudáfrica, que a 

su vez se subdividía en los subgrupos B1 y B2.  

Munkhjargal et al. (2013) en su estudio filogenético (que incluía cepas 

procedentes de Mongolia y de otros países), determinaron que había 4 genotipos. En el 

1 estarían situadas las secuencias de Sudáfrica, en el 2 una secuencia de Mongolia y en 

el 3 una variante procedente de Brasil. El genotipo 4 estaría conformado por secuencias 

procedentes de Mongolia y una de EEUU.  

Rapoport et al. (2014) estudiaron el gen RAP-1 en muestras tomadas en Israel, 

obteniendo 5 secuencias más de este gen y llegando a la conclusión de que las muestras 

de Israel estaban en el mismo clado que las sudafricanas (clado A), subdividido a su vez 

en dos subgrupos (A1 y A2) y separadas de las secuencias procedentes de América 

(clado B). Las secuencias de Israel y las americano-caribeñas mostraban un grado de 

identidad genética entre sí del 81-82%. 

Díaz-Sánchez et al. (2018) obtuvieron la misma filogenia que Munkhjargal et al. 

(2013). Las secuencias que aportaron de Cuba se agruparon con las del genotipo 3. 
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El cladograma obtenido por Nugraha et al. (2018), también mostraba la 

existencia de 4 clados, pero en el clado 1 se situaban secuencias de Filipinas, EEUU, 

Mongolia, Egipto y Puerto Rico. El clado 2 agrupaba secuencias de Indonesia. El 3 

incluía una cepa de Israel y, el clado 4, dos secuencias: una de Israel y otra de Sudáfrica. 
 

Si nos centramos en el gen mitocondrial del citocromo B (cytB), nos 

encontramos con que la información disponible en bases de datos genéticas públicas es 

muy limitada en relación a la especie B. caballi, con dos secuencias publicadas en el 

GenBank, una en 2016 (Hikosaka et al., 2010) y la otra en 2018 (Dahmana et al., 

unpublished). Tian et al. (2013) apuntaron que estudios basados en este gen nos 

ayudarían a reconocer linajes cercanos entre diferentes especies de Babesias, por lo que 

su estudio puede considerarse interesante. Tampoco hemos localizado estudios 

filogenéticos con respecto al gen de la β-tubulina, pues apenas hay información 

genética sobre las diferentes cepas de B. caballi. 
 

2.2.3.- Taxonomía de Theileria equi 

La información disponible relativa a la taxonomía de T. equi, es muy abundante 

y en ocasiones contradictoria. La clasificación se ha basado en las mismas 

características que ya nombrábamos en el caso de B. caballi. A continuación, se muestra 

la clasificación taxonómica de T. equi propuesta por Ruggiero et al. (2015). 
            Superreino Eukaryota (Chatton, 1925) 

                Reino Chromista (Cavalier-Smith, 1981) 

                    Subreino Harosa (Cavalier-Smith, 2010) 

Infrarreino Halvaria (Cavalier-Smith, 2010) 

                            Superphylum Alveolata (Cavalier-Smith, 1911) 

              Phylum Miozoa (Cavalier-Smith, 1987) 

            Subphylum Myzozoa (Cavalier-Smith y Chao, 2004) 

                Infraphylum Apicomplexa (Levine, 1970) 

              Superclase Sporozoa (Leuckart, 1879) 

                  Clase Coccidiomorphea (Doflein, 1901) 

                   Subclase Hematozoa (Vivier, 1982) 

                    Superorden Aconoidia (Cavalier- Smith, 2014) 

             Orden Piroplasmida (Wenyon, 1926) 

                            Familia Theileriidae (du Toit, 1918) 

                       Género Theileria (Bettencourt et al., 1907) 

            Especie Theileria equi (antes B. equi) (Levine, 1901) (Mehlhorn y Schein, 1998) 
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2.2.4.- Filogenia de Theileria equi 

Dolan (1989) nos describía la situación del género Theileria como una verdadera 

confusión de sinónimos, homónimos y subespecies. Para este autor, la única forma de 

resolver dicho escenario sería el desarrollo de diferentes técnicas inmunológicas, 

bioquímicas y de biología molecular que permitieran la discriminación entre diferentes 

especies. Actualmente, la situación ha mejorado gracias el desarrollo de las técnicas de 

biología molecular y particularmente, la secuenciación, aunque sin llegar a un 

esclarecimiento total de la filogenia en esta especie.    

Muchos son los sinónimos con los que se ha conocido a T. equi: Piroplasma 

equi, Nuttalia equi, Nuttalia asini, Nuttalia minor, Nicollia equi y Babesia equi, como 

indicaban Mehlhorn y Schein (1998). Varias fueron las razones que se esgrimieron para 

cambiar de género a la conocida como B. equi, entre ellos se encontraba el hecho de que 

se desarrolla en los glóbulos blancos previo a su ciclo eritrocitario y que muestra 

transmisión transestadial (Brüning, 1996). Razones entre otras, que llevarían a 

Mehlhorn y Schein (1998) a incluir a B. equi en el género Theileria. Desde entonces, 

numerosos investigadores han tratado de dilucidar la filogenia de este género y en 

concreto de esta especie, como veremos en este apartado. 

 

Los estudios filogenéticos se han basado en los datos obtenidos por 

secuenciación del ADN. De nuevo, el gen más utilizado para dicha finalidad es el 18S 

rRNA. Son menos frecuentes los estudios sobre el gen EMA-1 y el EMA-2. 

 

El gen 18S rRNA está situado en el cromosoma 1, de los cuatro cromosomas que 

posee este parásito (Kappmeyer et al., 2012). Este gen se ha considerado como una de 

las herramientas más útiles en la identificación de diferentes especies de piroplásmidos 

(Allsopp et al., 1993; Katzer et al., 1998; Allsopp y Allsopp, 2006), aunque la variación 

del gen 18S rRNA por sí sola, no debería ser el único dato que sustentase la adscripción 

a una especie (Chae et al., 1998). También se ha empleado para la identificación de 

diferentes genotipos o cepas procedentes de distintas regiones geográficas (Chae et al., 

1998; Criado-Fornelio et al., 2004).  

Haciendo un recordatorio sobre lo sucedido con la clasificación del parásito que 

nos compete en este apartado, podemos decir que durante los años noventa del siglo 

pasado, aún no estaban muy desarrollados los estudios basados en el ADN y pocas eran 

las secuencias que se conocían sobre los piroplásmidos en general, y en concreto sobre 
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T. equi. Autores como Allsopp et al. (1994) y Katzer et al. (1998), basándose en 

información obtenida de las secuencias del gen 18S rRNA, indicaron que la entonces 

denominada B. equi, era un piroplásmido, aunque aún no había sido establecida una 

relación tan estrecha entre este parásito y los organismos clasificados tradicionalmente 

en el género Theileria. Allsopp et al. (1994) concluyeron que este hemoparásito estaba 

filogenéticamente más cerca de otros géneros como Cytauxzoon que de Babesia. Esta 

sería una de las primeras aportaciones a la idea de que esta especie podría situarse en un 

grupo parafilético a las Babesias, pudiendo ser dicho grupo (el que incluía a B. equi) el 

ancestro del resto de Theilerias. Esta misma idea sería apoyada posteriormente por los 

resultados de los estudios de Criado-Fornelio et al. (2003b). 

Penzhorn et al. (2001) establecieron una filogenia de los piroplásmidos formada 

por 4 grupos o clados, situándose las Babesias verdaderas (con transmisión 

transovárica), en el grupo 1 y B. equi (T. equi) en el grupo 2, denominado como grupo 

de las “Theilerias clásicas”. 

Criado-Fornelio et al. (2003a), amplificaron primero y secuenciaron 

posteriormente, fragmentos de dos nuevos genotipos de T. equi en España, a los que 

denominaron aún con el nombre de Babesia: B. equi Spain 1 y B. equi Spain 2 (con un 

99% de identidad con una secuencia procedente de Sudáfrica). Más tarde, publicaron un 

árbol filogenético con 5 grupos de piroplásmidos, en lugar de los 4 propuestos por 

Penzhorn et al (2001). La principal diferencia era que el grupo de las verdaderas 

Babesias (Penzhorn et al., 2001) se dividía en dos subgrupos. Aunque B. equi (T. equi) 

se mantenía ubicada en el grupo de “Theilerias clásicas” y B. caballi se hallaría en el 

grupo de las babesias de ungulados, junto con B. bovis, B. ovis y B. bigemina. Estos 

investigadores también indicaron, que la secuencia de B. equi procedente de Sudáfrica 

presentaba ciertas diferencias con las cepas españolas, pudiendo ser la cepa africana un 

ancestro de las españolas (Criado-Fornelio et al., 2003b). Después, Criado-Fornelio et 

al. (2004), secuenciaron por completo el gen 18S rRNA de las cepas españolas, 

mostrando que ambas tenían una homología del 99% con la procedente de Sudáfrica.  

Nagore et al. (2004) demostraron, mediante la secuenciación de una serie de 

productos amplificados por PCR, que existía otro genotipo diferente de T. equi en 

España, al que denominaron como T. equi-like, cuya identidad era del 96,8% con los 

genotipos B. equi Spain1 y Spain2 (Criado-Fornelio et al., 2003a). Como decíamos 

anteriormente, los estudios filogenéticos realizados por Nagore et al. (2004), 
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determinaron que había dos grupos muy bien diferenciados dentro de los piroplásmidos, 

el que incluía a las Babesias y el que incluía a las Theilerias. 

En 2006, Criado-Fornelio et al., constataron que la cepa T. equi-like del sur de 

España (a la que denominaron como T. equi Spain 3) tenía menos similitudes genéticas 

con la T. equi-like procedente del norte de país (secuenciada por Nagore et al., 2004), 

que con una cepa aislada en garrapatas de Suiza. La presencia de esta cepa (T. equi 

Spain 3) ha sido posteriormente descrita en otras partes de España, en concreto en la 

zona de Burgos (Giménez et al., 2009). 

Bhoora et al. (2009) amplificaron ADN de diferentes cepas de T. equi, y tras su 

posterior secuenciación, indicaron la existencia en Sudáfrica de 12 nuevas secuencias. 

El árbol filogenético que elaboraron, mostraba que las secuencias de T. equi se 

distribuían en tres grupos diferentes (A, B y C). El grupo A, incluía la primera cepa 

sudafricana secuenciada, una de EEUU y los genotipos descubiertos por Criado-

Fornelio et al. (2003a). En el segundo grupo (B) había algunas cepas de T. equi que 

afectaban a cebras y la cepa T. equi-like descubierta por Nagore et al. (2004). En el 

grupo C se situaban algunas secuencias exclusivas de Sudáfrica. Además, se observaba 

que las Theilerias de caballo estaban claramente diferenciadas, formando un clado y, 

por tanto, separadas del resto de especies de este género. 

Los estudios filogenéticos realizados por Salim et al. (2010), tras secuenciar 

fragmentos del gen 18S rRNA de diferentes cepas procedentes de Sudán, sugerían que 

había cuatro grupos (A, B, C y D) perfectamente diferenciados. Los tres primeros 

coincidían con los descritos por Bhoora et al. (2009), pero en el cuarto (grupo D) se 

encontraban la mayoría de las cepas secuenciadas por Salim et al. (2010). Igualmente, 

Hall et al. (2013) examinaron 36 muestras procedentes de diferentes estados de EEUU, 

obteniendo el ADN necesario para secuenciar dichas muestras y determinaron que había 

4 grupos filogenéticos. En el grupo A estarían la mayoría de las secuencias americanas, 

algunas procedentes de África (Bhoora et al., 2009) y otras dos (B. equi Spain 1 y 2 y B. 

equi dog) procedentes de España (Criado-Fornelio et al., 2003a). En el grupo B estarían 

situadas una cepa de Sudán, dos de Corea y dos españolas (T. equi-like y B. equi Spain 

3). En el grupo C se encontrarían ciertas variantes de África y Méjico, y en el grupo D, 

secuencias procedentes de Sudán. 

 Tras la inclusión de ciertas secuencias de T. equi procedentes de Mongolia, los 

trabajos de Munkhjargal et al. (2013) mostraron una filogenia formada por 5 genotipos 

(A, B, C, D y E). Las secuencias de este país estaban situadas en los genotipos A y E. 
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En el A ya estaban incluidas las secuencias españolas y una sudafricana (Criado-

Fornelio et al., 2003a; Bhoora et al., 2009). En el genotipo E, se agrupaban ciertas 

secuencias de Mongolia, Corea e incluso alguna española (Nagore et al., 2004).  

Por otro lado, Qablan et al. (2013), tras secuenciar muestras procedentes de 

Jordania, llegaron a la misma conclusión que Munkhjargal et al. (2013), pues 

igualmente establecieron cinco clados para T. equi (A, B, C, D y E). Las secuencias que 

habían obtenido Qablan et al. (2013) se incluyeron en los clados A, B y D.  

Los estudios filogenéticos de Seo et al. (2013) también apoyaron la existencia de 

5 grupos principales. Las cepas de Corea se incluyeron en lo que sería el genotipo B del 

árbol filogenético mostrado por Qablan et al. (2013). Alanazi et al. (2014) secuenciaron 

algunas cepas de Arabia Saudita. La filogenia que obtuvieron mostró la existencia de 

cuatro clados (A, B, C y D), clasificando sus secuencias principalmente en el clado A 

(junto con cepas españolas, sudafricanas y americanas) y en el grupo B, junto a cepas 

españolas y surcoreanas. El cladograma mostrado por Díaz-Sánchez et al. (2018) 

determinaba la existencia de cinco clados (A, B, C, D y E), donde las cepas de Cuba, 

que habían secuenciado, estaban agrupadas principalmente con las de EEUU (clado A). 
 

Basándose en la información obtenida gracias al estudio del gen 18S rRNA, 

Criado-Fornier et al. (2003a) concluyeron que T. equi pertenecía a un clado asociado al 

resto de Theilerias, pero distinto de ellas. Estos resultados se apoyaban en los obtenidos 

por Allsopp et al. (1994), los cuales serían corroborados posteriormente por Allsopp y 

Allsopp (2006), cuyos análisis filogenéticos indicaron que T. equi se encontraría en una 

posición intermedia entre Babesia bovis y el resto de Theilerias. Kappmeyer et al. 

(2013), sugirieron la necesidad de crear un nuevo género muy próximo al género 

Theileria, para incluir a T. equi. Siguiendo esta propuesta, en la filogenia de T. equi 

podría haber dos escenarios posibles: en el primero, T. equi junto con T. parva y T. 

annulata formarían un único género. En el segundo, estas especies conformarían tres 

géneros separados. Mans et al. (2015), sugirieron que los diferentes linajes de T. equi 

constituirían un clado por sí mismos, separados del resto de Theilerias. 
  

 El estudio realizado durante los años noventa sobre el gen EMA-1, ya indicaba 

que B. equi debería de incluirse en otro género, en concreto en el de las Theilerias, pues 

estos genes (los pertenecientes a la familia EMA) son comunes a las especies de dicho 

género (Kappmeyer et al., 1993; Knowles et al., 1997) y no aparecen en las Babesias. 

El gen EMA-1 pertenece a una familia que engloba 10 genes distintos (Kappmeyer et 
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al., 2013) y de los cuales hay pocos estudios filogenéticos. Katzer et al. (1998) ya 

hablaban de las secuencias del antígeno mayor de superficie del merozoíto (mMPSA) y 

establecieron con ellas un árbol filogenético que indicaba que T. equi (B. equi) tenía 

menor similitud con el resto de las Theilerias que la que existía entre ellas mismas. Este 

hecho se confirmó con los datos del gen 18S rRNA. 

 Bhoora et al. (2010c) secuenciaron el gen EMA-1 en una serie de muestras 

procedentes de Sudáfrica. Con dichas secuencias y con las existentes en el NCBI 

realizaron un árbol filogenético del gen EMA-1, donde se observaron tres grupos: A, B 

y C. En el grupo A se situaban cepas procedentes de Florida, Brasil, Marruecos, Rusia y 

algunas sudafricanas. En el grupo B, cuatro cepas africanas y la cepa T. equi USDA (de 

EEUU). El último grupo (C) estaba constituido básicamente por cepas de Sudáfrica. 

 Munkhjargal et al. (2013) establecieron, usando las secuencias del EMA-1 

obtenidas de la base de datos del GenBank, y otras de Mongolia secuenciadas por ellos 

mismos, que había cuatro genotipos de T. equi. El genotipo 1 estaba constituido por 

secuencias de Mongolia, Marruecos, EEUU, Brasil y Rusia. El genotipo 2 estaba 

integrado por secuencias de África. El 3 agrupaba algunas procedentes de Brasil y 

EEUU. En el genotipo 4 se reunían secuencias de Mongolia. Posteriormente, Kumar et 

al. (2013) secuenciaron algunas muestras de la India, construyendo un árbol 

filogenético que concordaba con el de Munkhjargal et al. (2013). Las secuencias de 

Kumar et al. (2013), así como la aportada posteriormente en el estudio de Díaz-Sánchez 

et al. (2018), de origen cubano, se agruparon con las del genotipo 1 de la filogenia 

establecida por Munkhjargal et al. (2013). 
 

Conocemos pocas secuencias genéticas del gen EMA-2, aún así, Nugraha et al. 

(2018) han aportado una filogenia donde se puede observar la existencia de tres clados. 

En el clado 1 se incluyeron dos secuencias de EEUU y una de Indonesia. En el clado 2, 

secuencias de la India y en el 3, se agruparon una secuencia de Brasil y otra de EEUU. 
 

Aún se sigue encontrando variación genética en el gen 18S rRNA y en el gen 

EMA-1, y como algunos autores están demostrando, existe heterogeneidad genética 

independientemente de la situación geográfica de las cepas (Manna et al., 2018). 
 

Con respecto al gen cytB, podemos indicar que al igual que pasaba con B. 

caballi, encontramos muy poca información genética disponible de T. equi, pues sólo 

hay dos entradas en la base de datos NCBI (Hikosaka et al., 2010; Kappmeyer et al., 



  Revisión bibliográfica    

 

25 
 

2012), por ello, no existe un estudio filogenético de esta especie referida a este gen. 

Tampoco hemos encontrado cladogramas del gen de la β-tubulina de T. equi en la 

biliografía consultada. 

 
 

2.3.- Ciclo biológico de los piroplásmidos equinos 
 

 La Babesiosis o Piroplasmosis es conocida desde hace tiempo y fue Babesia el 

primer patógeno de vertebrados conocido que fuera transmitido por picadura de 

artrópodos (Assadian y Stanek, 2002). De hecho, fue Babes en 1888 quien describió por 

primera vez estos parásitos en bovinos de Rumanía y, posteriormente, en 1892 en 

ovinos. Smith y Kilborne en 1893, indicaron que la fiebre de Texas (causada por B. 

bigemina) se transmitía a los bovinos a través de la picadura de garrapatas (Hunfeld et 

al., 2008; Assadian y Stanek, 2002). Los hemoprotozoos que causan la piroplasmosis, 

también denominados con el término de piroplásmidos (del latín pirum, cuyo 

significado es pera en castellano y hace referencia a la morfología de estos parásitos) 

(Carbonell y Soler, 2018), poseen un ciclo biológico indirecto o heteroxeno en el que 

las garrapatas son los vectores de transmisión. Su ciclo biológico es complejo y se 

desarrolla en varios huéspedes, un vertebrado y un invertebrado (garrapata dura o 

ixódido). En este ciclo se alternan fases de reproducción sexual (gametogonia) y asexual 

(esquizogonia y esporogonia). Siendo las formas evolutivas los gametos, los merozoítos 

y los esporozoítos, respectivamente. En el hospedador vertebrado (caballo, burro, mulo 

o cebra) se produce una de las fases asexuales del parásito (merogonia), por lo que en 

realidad se comporta como un intermediario, mientras que en el hospedador 

invertebrado (garrapata dura o ixódido), que sería el hospedador definitivo, se producen 

las fases gametogónica y esporogónica. Aún, a día de hoy, no está totalmente claro 

cómo es el desarrollo de estos parásitos en las garrapatas y parece ser que depende de la 

especie de ixódido involucrada (Rothschild, 2013; Wise et al., 2013). 

 

 2.3.1.- Ciclo biológico de Babesia caballi 
 

El ciclo biológico de B. caballi es el característico de cualquier Babesia, pues 

tiene una transmisión transovárica, por la cual el parásito pasa del intestino de la 

garrapata hasta el ovario de la hembra, penetrando en los huevos en formación e 

infectando a las larvas, las ninfas y los adultos de la siguiente generación (Navarrete y 
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Serrano, 1999). A continuación, describiremos las diferentes fases del ciclo biológico 

tanto en el hospedador vertebrado como en el hospedador invertebrado (vector). 

 

Hospedador vertebrado 
 

El ciclo evolutivo podría comenzar cuando la garrapata infectada (en cualquier 

estadio) succiona sangre del hospedador. Los esporoblastos, estimulados por esta 

succión, se diferencian en esporozoítos (que poseen una longitud de 2,5 µm) que 

pasarán a luz alveolar y de aquí, vía salivar, llegarán al torrente sanguíneo del 

vertebrado (Mehlhorn y Schein, 1984). Dichos esporozoítos son vehiculados con la 

saliva transcurridas 48-72 horas desde el inicio de la alimentación. En este momento 

comienza la fase de esquizogonia o merogonia en el hospedador vertebrado (équido). 

Los esporozoítos, gracias a su complejo apical y a esterasas y proteasas, penetran en el 

eritrocito (Navarrete y Serrano, 1999). Tras esa penetración, se convierten en primer 

lugar en un trofozoíto de tipo anaplasmoide en el que predomina el material nuclear, y 

evoluciona posteriormente hasta una esfera ameboide más grande, que se divide 

asexualmente por fisión binaria en dos cuerpos piriformes alargados que son los 

merozoítos, que miden 2-5µm de longitud y 1,3-3 µm de diámetro (Rothschild, 2013; 

Wise et al., 2013). Estos dos merozoítos, que reciben vulgarmente el nombre de 

piroplasmas, aparece normalmente unidos por 

sus extremos terminales, presentado una 

disposición de ángulo agudo. En este momento, 

se podrán observan en extensiones sanguíneas 

hematíes que pueden contener uno o dos 

merozoítos con aspecto piriforme, siendo ésta 

una característica diagnóstica propia de la 

infección por este parásito. A partir de 

entonces, se lisará el glóbulo rojo y los merozoítos penetrarán en nuevas células 

sanguíneas, continuando así la multiplicación de B. caballi en el équido. Algunos de 

estos merozoítos se transforman en pre-gametocitos que estarán presentes en la sangre 

periférica (Chauvin et al., 2009). Este proceso continúa sucesivamente y se ralentiza o 

finaliza cuando el sistema inmunitario del hospedador logra vencer al parásito, el 

tratamiento lo elimina del torrente sanguíneo o por el contrario el parásito acaba con la 

vida del hospedador vertebrado (Navarrete y Serrano, 1999).  

FIGURA 1: Merozoítos de Babesia caballi 

 



  Revisión bibliográfica    

 

27 
 

Hospedador invertebrado 
 

El ciclo prosigue con la fase de gametogonia, que implica una reproducción 

sexual. Comienza cuando la garrapata ingiere sangre con hematíes infectados por 

merozoítos y pre-gametocitos. Estas formas parasitarias son liberadas en el intestino del 

ixódido al digerirse los glóbulos rojos. La mayoría de ellas son destruídas durante la 

digestión intestinal, pero otras (los pre-gametocitos) se convierten en gametocitos 

(Chauvin et al., 2009), pequeños cuerpos redondos que flotan en el contenido intestinal 

(Rothschild, 2013). Estos cuerpos esféricos se transformarán en primer lugar en los 

cuerpos radiados o “ray bodies”, un estadío intermedio que posee numerosas 

prolongaciones citoplasmáticas (Chauvin et al., 2009) y que fueron descritos por 

primera vez en 1906 por Koch (Mehlhorn et al., 1980). Posteriormente, estos cuerpos 

evolucionarán dando lugar a los gametos masculinos y femeninos, que son 

morfológicamente indistinguibles (Jalovecka, 2018). Los gametos se unirán entre sí 

fusionando sus membranas primero y más tarde sus núcleos, formando un cigoto que 

posee un tamaño de entre 8 y 10 μm. Los cigotos entran en las células intestinales y se 

convierten en formas móviles denominados ooquinetos (Chauvin et al., 2009).  

Los ooquinetos terminan de atravesar la pared intestinal y se inicia la fase de 

esporogonia (fase de reproducción asexual), que comienza con la formación de los 

espoquinetos, los cuales viajarán por la hemolinfa hasta llegar a diferentes células de 

diversos tejidos y órganos de la garrapata, penetrando en hemocitos, células musculares, 

células del ovario, túbulos de Malpighi, etc. (Mehlhorn y Schein, 1984). Si este proceso 

se lleva a cabo en una garrapata macho, estas células morirán con él. Si sucede en una 

hembra, los esporoquinetos pasarán a los ovocitos y por tanto a la siguiente generación. 

Los esporoquinetos permanecerán latentes en los tejidos de la larva (incluso en las fases 

de ninfa y adulto) hasta que comience su alimentación, momento en que se activa la 

esporogonia, y así los esporoquinetos que han viajado por la hemolinfa hacia las 

glándulas salivares, entran en las células alveolares y, en su citoplasma se convierten en 

esporoblastos primero y en esporozoítos después. A partir de este momento, los 

parásitos podrán ser transmitidos a un nuevo hospedador vertebrado (Mehlhorn y 

Schein, 1984).  



Revisión bibliográfica 
___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 

28 
 

 
FIGURA 2: Ciclo biológico de B. caballi. Ilustración de Ueti, M. en Wise et al. (2013), adaptada por 

Montes Cortés, M.G. 

1.- Esquizogonia: Reproducción asexual por fisión binaria de los merozoítos en el interior  hematíes. 

2.- Gametogonia: Reproducción sexual en el intestino de la garrapata, con formación de un cigoto móvil 

(oocineto). 

3.- Esporogonia: Reproducción asexual con formación de esporoquinetos que invaden el ovario de la 

garrapata entre otros tejidos. En la siguiente generación continuará su reproducción asexual en las 

glándulas salivares dando lugar a los esporozoítos infectantes. 

  

 

 2.3.2.- Ciclo biológico de Theileria equi 
 

El ciclo biológico de T. equi pueden variar según la especie de garrapata que esté 

involucrada en la transmisión (Rothschild, 2013). 

El ciclo evolutivo de T. equi tiene similitudes con el de B. caballi, pues posee 

una fase de multiplicación asexual en el hospedador vertebrado (esquizogonia o 

merogonia) y dos fases en el hospedador invertebrado, la de reproducción sexual 

(gametogonia) y otra de reproducción asexual (esporogonia). Pero hay que hacer 

distinciones, pues las Thelierias tienen una 

fase preeritrocítica que se desarrolla en los 

glóbulos blancos, en concreto en los 

linfocitos (Schein et al., 1981), antes de 

reproducirse en los glóbulos rojos y, además, 

su transmisión es transestadial o fase a fase, a 

diferencia de lo que sucede con B. caballi, que 

es transovárica. FIGURA 3: Merozoítos de Theileria equi 
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Hospedador vertebrado 

Una vez que la garrapata infectada ha comenzado a alimentarse en el hospedador 

vertebrado, se produce la transformación del esporoblasto en esporozoítos que serán 

vehiculados a la sangre del hospedador vertebrado. En este momento comenzará una 

esquizogonia intralinfocitaria o exoeritrocitaria, que es la primera diferencia marcada 

entre el ciclo biológico de los géneros Theileria y Babesia. Dentro de los glóbulos 

blancos se formarán esquizontes (cuerpos azules de Koch), que pueden apreciarse en 

nódulos linfoides a los 12-14 días tras la fijación de la garrapata infectada. Estas formas 

parasitarias darán lugar, en última instancia, a unos 200 merozoítos por célula 

parasitada, que miden cada uno de 1,5 a 2 µm de largo y que quedan libres una vez que 

el linfocito es lisado (Mehlhorn y Schein, 1984; Rothschild, 2013). Concluida esta fase 

preeritrocítica, se produce la invasión de los eritrocitos (Schein, 1988). Así, los 

merozoítos se reproducen por fisión binaria dentro de los hematíes (reproducción 

asexual, merogonia). Esta reproducción asexual da lugar, a veces, a cuatro elementos 

parasitarios con forma de pera que miden unos 2 µm de largo y 1,5 µm de ancho 

(Levine, 1985; Moltmann et al., 1983; Rothschild, 2013) y se disponen en cruz, forma 

que se denomina cruz de Malta (Levine, 1988; Schein, 1988), que es típica e 

indiscutible de una parasitación por T. equi. Después de la rotura de los glóbulos rojos 

parasitados, los merozoítos se liberan y penetran en nuevos eritrocitos y siguen 

multiplicándose. Estas células (merozoítos) pueden observarse durante la fase aguda de 

la enfermedad mediante parasitoscopia. Algunos de estos merozoítos adoptan formas 

esféricas germinativas, similares a anillos y que se cree que pudieran ser los gamontes 

(Mehlhorn y Schein, 1988; Rothschild, 2013). 

 

Hospedador invertebrado 

Cuando una garrapata inmadura (larva o ninfa) de una especie habilitada para la 

transmisión ingiere estos gamontes, se inicia la fase de gametogonia, que se lleva a 

cabo en el intestino del ixódido. Los gamontes se liberan cuando se lisan los eritrocitos 

y crecen en el intestino del ixódido, iniciándose la formación de los “ray bodies” o 

cuerpos radiados (Rothschild, 2013). Fueron Mehlhorn y Schein (1984) quienes 

demostraron la existencia de estas formas en el ciclo biológico de T. equi. Los cuerpos 

radiados poseen uno ó mas núcleos en su interior y miden de 3-5 µm de longitud y de 

0,4-0,8 µm de diámetro. Sus proyecciones citoplasmáticas miden 1-2 µm de largo (Zapf 
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y Schein, 1994). Después de 4-6 días tras la ingestión, los cuerpos radiados o gametos 

evolucionan hacia microgametos y macrogametos que se fusionarán y formarán los 

cigotos en el intestino (reproducción sexual) (Rothschild, 2013), de un tamaño 

aproximado de 13,5 µm de largo y un diámetro de unos 2,2 µm (Blouin y de Waal, 

1989). El cigoto móvil u ooquineto pasará del intestino a la hemolinfa.  

En este momento comienza la fase de esporogonia, pues los ooquinetos darán 

lugar a esporoquinetos tras una fase de reproducción asexual en la cavidad orgánica de 

la garrapata. Estos esporoquinetos serán conducidos por la hemolinfa a las células de 

tipo III de las glándulas salivares del siguiente estadio evolutivo (ninfa o adulto), tras el 

inicio de la alimentación de la garrapata (Rothschild, 2013), demostrándose así la 

transmisión transestadial de este parásito. En estas células salivares continúa la 

esporogonia, con la formación de esporontes, esporoblastos y esporozoítos. 

Convirtiéndose ésta en una garrapata infectante. El esporozoíto puede mostrar diferentes 

formas, desde ovoides, alargados hasta piriformes, con el núcleo en una posición 

excéntrica (Guimarães et al., 1998). 

 
 FIGURA 4: Ciclo biológico de T. equi. Ilustración de Ueti, M. en Wise et al. (2013), adaptada 

por Montes Cortés, M.G. 

1.- Esquizogonia: Reproducción asexual. Con dos fases: fase intralinfocitaria o preeritrocítica, con 

formación de microesquizontes y macroesquizontes que dan lugar a los merozoítos, y posterior fase de 

replicación intraeritrocítica. 

2.- Gametogonia: Reproducción sexual. Formación de gametos en el intestino de la garrapata a partir de 

los gamontes, que posteriormente se transformarán en microgametos y macrogametos que al fusionarse 

formarán un cigoto móvil (ooquineto). 

 3.- Esporogonia: Reproducción asexual. Los ooquinetos darán lugar a esporoquinetos, que vía hemolinfa 

llegarán a glándulas salivares donde formarán esporontes, esporoblastos y en última instancia a los 

esporozoítos. 
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 2.4.- Contagio de la Piroplasmosis Equina 
  

Como hemos dicho anteriormente, los piroplásmidos son transmitidos por la 

picadura de vectores pertenecientes a la familia Ixodidae, es decir, garrapatas duras. Los 

principales géneros de dicha familia implicados en la transmisión son Dermacentor, 

Hyalomma y Rhipicephalus (Friedhoff, 1988; de Waal, 1992; Uilenberg, 1995; 

Mehlhorn y Schein, 1998; Battsetseg et al., 2001). Las especies que con mayor 

probabilidad estarían relacionadas con estas transmisiones en nuestro país serían 

Dermacentor marginatus, Hyalomma marginatum marginatum y Rhipicephalus bursa, 

puesto que hemos comprobado que son los ixódidos que con mayor prevalencia 

encontramos parasitando a los caballos españoles. Aunque no deben olvidarse otras 

especies, que, aún siendo menos prevalentes, también podrían transmitir esta 

enfermedad, como son: Hyalomma lusitanicum, Rhipicephalus sanguineus, 

Rhipicephalus turanicus o Dermacentor reticulatus (Habela et al., 2005b; Montes y 

Habela, 2007). 

Estos vectores succionan sangre del hospedador vertebrado parasitado, 

ingiriendo los hemoparásitos (de una especie u otra, o incluso ambas, pues son comunes 

las parasitaciones mixtas), los cuales evolucionan en el interior del hospedador 

invertebrado, siendo inoculados posteriormente a otro hospedador vertebrado cuando 

sucesivas fases evolutivas del vector se alimenten sobre él. Se ha demostrado que, 

aunque en un caballo portador no se detecten microscópicamente piroplasmas en sangre, 

las garrapatas que se alimenten sobre él sí podrían adquirir la infección, pues la saliva 

inoculada por las garrapatas atrae a los parásitos, que completarán en ella su desarrollo 

(Olmeda et al., 2005).  

Las parasitemias que se alcanzan en cada caso son diferentes, así, en el caso de 

B. caballi lo normal es que ronden entre 0,1-1% (de Waal, 1996), aunque pueden llegar 

a máximas de 10% (Holbrook, 1969). Sin embargo, la parasitemia en infecciones por T. 

equi puede rondar entre 1 y 7% (Friedhoff y Soulé, 1996), con un máximo de hasta el 

95% (Holbrook, 1969). 

 

Las garrapatas son reservorios para B. caballi porque este organismo persiste en 

las garrapatas durante varias generaciones incluso tras su alimentación en hospedadores 

refractarios. Al tener Babesia caballi transmisión transovárica, una sola hembra 
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infectada transmite el parásito a su descendencia (miles de larvas). En cambio, los 

caballos (hospedador vertebrado) son el reservorio conocido para T. equi, ya que en esta 

especie se produce una transmisión transestadial. Los machos de las garrapatas pueden 

transmitir T. equi a diferentes caballos, debido a que pueden alimentarse en distintos 

animales a lo largo de su vida. La mayor longevidad (comparada con la de las hembras) 

les permite ser un vector transmisor más eficaz (Friedhoff y Soulé, 1996). Para el 

contagio de T. equi, obligatoriamente deben intervenir garrapatas con ciclo de dos o tres 

hospedadores. 

 

 La transmisión de esta enfermedad no sólo se produce a través de ixódidos, sino 

que en ocasiones puede ser iatrogénica, es decir, causada por la mala praxis veterinaria, 

ya que se ha comprobado que transfusiones sanguíneas, jeringas o material quirúrgico 

contaminados pueden propagar la enfermedad (Gerstenberg et al., 1999; Short et al., 

2012; Wise et al., 2013). En países no endémicos podrían tener lugar brotes de 

enfermedad debidos a la transmisión de estos parásitos por el empleo de instrumentos 

contaminados (Chhabra et al., 2012; Rothschild, 2013). También, se citan casos en los 

que la transmisión de T. equi puede ser transplacentaria (Phipps y Otter, 2004; Georges 

et al., 2011; Chhabra et al., 2012). 

  

Desde un punto de vista epidemiológico, la PE en España se puede considerar 

como endémica inestable, puesto que la relación que existe entre el hospedador 

(équido), agente causal (piroplásmido), vector (garrapata) y medio ambiente es 

incompleta, por lo que pudieran presentarse casos clínicos de la enfermedad. Esta 

situación se torna más estable en regiones situadas más al sur, ya que la relación 

hospedador-parásito-medio ambiente es más estrecha, de tal forma que hay una ausencia 

virtual de casos clínicos, lo que implica una mayor adaptación evolutiva entre el 

hemoparásito y su hospedador (Sevilla, 2005). Así pues, hay una perfecta adaptación 

entre el parásito, el hospedador vertebrado y el vector, asegurándose de este modo la 

supervivencia de todos ellos. Los caballos infectados de PE, muy probablemente no 

morirán por esta causa. Los parásitos sobrevivirán en la sangre del hospedador 

vertebrado, aunque sea acantonados en órganos internos como el pulmón, el bazo 

(Ribeiro et al., 2013) o la médula ósea (Pitel et al., 2010). Incluso en las propias 

garrapatas que actúan como reservorios sin llegar a verse afectadas (Olmeda et al., 

2005). Resultan muy frecuentes las reinfecciones a lo largo de la vida de los équidos 
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presentes en zonas endémicas (Schein, 1988; Knowles et al., 1994). Por tanto, el estado 

más seguro para los caballos que habitan zonas endémicas será el de permanecer 

infectados de por vida (portadores crónicos), manteniendo un estado inmunológico que 

se denomina de premunidad o inmunidad no estéril. De esta manera, tendrá capacidad 

de defensa ante nuevas infecciones que pudieran generar cuadros agudos, pero sin llegar 

a eliminar por completo el parásito del torrente circulatorio, evitando de este modo, 

sufrir recidivas y muertes por esta enfermedad. Sin embargo, aquellas situaciones 

extremas de inmunocompromiso (Soulé, 1997), como ocurre, por ejemplo, en 

corticoterapias de larga duración, enfermedades concomitantes o situaciones de estrés, 

como el ejercicio extenuante (de Waal et al., 1987; Oladosu y Olufemi, 1992; Habela et 

al., 1995; Hailat et al., 1997; Navarrete y Serrano, 1999; Rhalem et al., 2001; 

Abutarbush et al., 2012), propiciarían la reaparición de nuevos cuadros clínicos. 

Se ha demostrado que la infección por T. equi será de por vida para el animal 

(pues no puede eliminarse fácilmente ni por mecanismos inmunitarios ni con medios 

terapéuticos). Sin embargo, la situación para B. caballi es diferente, pues este parásito sí 

puede desaparecer de los équidos infectados, permaneciendo como portadores durante 

períodos de 1-4 años (Hourrigan y Knowles, 1979; Schein, 1988; de Waal, 1992; de 

Waal y van Heerden, 1994). 

 

 En las zonas endémicas, el contacto entre los potros y las garrapatas suele 

suceder a edades muy tempranas, momento durante el cual se supone están protegidos 

por los anticuerpos calostrales ingeridos los primeros días de vida (Heuchert et al., 

1999). Estos anticuerpos confieren protección durante unos cuatro meses (Donnelly et 

al., 1982; Heuchert et al., 1999; Rüegg et al., 2006, 2008). Posteriormente, el sistema 

inmunitario del potro estaría lo suficientemente desarrollado como para responder a la 

infección. La transmisión de anticuerpos de madre a potro vía calostral se ha podido 

constatar serológicamente por inmunofluorescencia indirecta (Coleto, 1999). 

 

Otro caso diferente sería el derivado de la introducción de caballos desde zonas 

libres a zonas endémicas. El contacto de estos caballos con el parásito puede llevarlos a 

enfermar y morir por esta causa (Olmeda et al., 2005). 
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2.5.- Distribución geográfica y prevalencia 
 

La PE está distribuida por diferentes continentes como Europa, África, Asia y 

América, como ya indicábamos anteriormente. Es de destacar que las prevalencias en 

los diferentes países que conforman estos continentes oscilan entre el 0,3% hasta 

prácticamente el 100%, como se puede observar en las tablas que contiene este 

apartado.  

Pocos son los países que están situados en zonas libres de esta enfermedad, entre 

ellos podemos citar a Australia, Irlanda, Islandia o Canadá. Por lo general, la 

prevalencia de T. equi es superior a la de B. caballi, aunque en ciertos países se invierte 

esta tendencia. 

 

A continuación, analizaremos la situación de distintos países ubicados en 

diferentes continentes. En primer lugar, África, donde podemos observar que la 

prevalencia de T. equi es superior a la de B. caballi en todos los estudios y países, 

independientemente de la técnica diagnóstica empleada. 
 

Tabla 1. Datos publicados sobre la prevalencia de B. caballi y T. equi en países de África 
 

País Nº muestras 
analizadas Agente causal Método diagnóstico (*) Prevalencia 

(%) 
Prevalencia 
Total (%) Referencia 

Egipto 100 T. equi 
iELISA (Voller et al., 1980) 30,0 

 Ibrahim et al. 
(2011) PCR 18S rRNA (este estudio) 26,0 

Egipto 88 

B. caballi 

IFI (kit comercial VMRD®, EEUU) 17,0 

 Mahmoud et al. 
(2016) 

cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 0 

nPCR RAP-1 (Baptista et al., 2013) 19,3 

T. equi 

IFI (kit comercial VMRD®, EEUU) 23,9 

cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 14,8 

nPCR EMA-1 (Schwint et al., 2008) 36,4 

Sudáfrica 92 

B. caballi 
IFI (Tenter y Friedhoff, 1986) 52,17 

  Motloang et al. 
(2008) 

PCR RAP-1 (este estudio) 0 

T. equi 
IFI (Tenter y Friedhoff, 1986) 97,83 

PCR EMA-1 (este estudio) 5,43 

Sudáfrica 41 

B. caballi 

IFI (OIE, 2008) 70,0 

  Bhoora et al. 
(2010a) 

RLB 18S rRNA (Nijhof et al., 2005) 0 

RT-qPCR 18S rRNA (Kim et al., 2008) 78,0 

T. equi 

IFI (OIE, 2008) 83,0 

RLB 18S rRNA (Nijhof et al., 2005) 73,0 

RT-qPCR 18S rRNA (Kim et al., 2008) 80,0 

Sudáfrica 1237 

B. caballi 

IFI (OIE, 2008) 5,09 

  Bhoora et al. 
(2010b) 

cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 0 

PCR RAP-1 (este estudio) 0 

T. equi 
IFI (OIE, 2008) 22,15 

cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 21,42 
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Continuación de la tabla 1 

País Nº muestras 
analizadas Agente causal Método diagnóstico (*) Prevalencia 

(%) 
Prevalencia 
Total (%) Referencia 

Sudáfrica 107 T. equi 

IFI (OIE, 2008) 84,11 

  Bhoora et al. 
(2010c) 

cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 82,24 

Cultivo in vitro 84,11 

RT-qPCR 18S rRNA (Kim et al., 2008) 85,98 

RT-qPCR EMA-1 (Ueti et al., 2003) 62,62 

RT-qPCR EMA-1 (este estudio) 84.11 

Sudán 

ELISA B. 
caballi = 

158 
 

ELISA T. 
equi = 126 

 
PCR = 131 

B. caballi 
ELISA RAP-1 (este estudio) 4,4 

  Salim et al. 
(2008) 

PCR RAP-1 (este estudio) 0 

T. equi 

ELISA EMA-2 (este estudio) 63,5 

PCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 
33,0 

PCR EMA-1 (este estudio) 

  
Sudán  

(caballos 
y burros) 
  
  

499 

B. caballi 

PCR 18S rRNA (Oosthuizen et al., 2008; 
Matjila et al., 2008) 

0 

35,95 Salim et al. 
(2013) 

PCR 18S rRNA (Bashiruddin et al., 1999) 

PCR RAP-1 (Salim et al., 2008) 

T. equi 
PCR 18S rRNA (Oosthuizen et al., 2008; 

Matjila et al., 2008) 35,95 
PCR 18S rRNA (este estudio) 

 

(*) Marca comercial del método diagnóstico empleado y/o autores que diseñan el protocolo correspondiente. 

 

 

En el caso de Asia, podemos ver que, en general, al comparar los resultados 

obtenidos en los diferentes estudios, la prevalencia de T. equi es superior a la de B. 

caballi, tal y como sucedía en África. 
 
Tabla 2. Datos publicados sobre la prevalencia de B. caballi y T. equi en Asia 
 
 

País Nº muestras 
analizadas Agente causal Método diagnóstico (*) Prevalencia 

(%) 
Prevalencia 
Total (%) Referencia 

Arabia 
Saudita 241 

B. caballi IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 7,5 

 Alanazi et al. 
(2012) T. equi IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 10,4 

Parasitación mixta IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 3,0 
Arabia 
Saudita 141 T. equi RT-PCR 18S rRNA (Kim et al., 2008) 42,0  Alanazi et al. 

(2014) 

China 70 

B. caballi ELISA RAP-1 (Ikadai et al., 1999, 2000) 24,3 

  Xuan et al. 
(2002) T. equi ELISA EMA-1 (Xuan et al., 2001b) 40,0 

Parasitación mixta ELISA  15,7 

China 111 

B. caballi ELISA RAP-1 (Ikadai et al., 1999, 2000) 32,0 

  Xu et al. 
(2003) T. equi ELISA EMA-1 (Xuan et al., 2001b) 34,0 

Parasitación mixta ELISA 12,0 

China 1990 
B. caballi ELISA RAP-1 (Xuan et al., 2001c) 51,16 

 Wang et al. 
(2013) T. equi ELISA EMA-2 (Xuan et al., 2001c) 11,51 

China 723 T. equi PCR EMA-1 (Alhassan et al., 2005) 40,8 40,8 Zhang et al. 
(2017) 

Corea 184 

B. caballi 
 cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 0 

1,1 Seo et al. 
(2011) 

PCR 18S rRNA (Criado-Fornelio et al., 2003c; 
Alhassan et al., 2005) 0 

T. equi 
  cELISA EMA-1(kit comercial VMRD®, EEUU) 1,1 

PCR 18S rRNA (Criado-Fornelio et al., 2003c; 
Alhassan et al., 2005) 1,1 

Parasitación mixta cELISA (kit comercial VMRD®) y PCR 0 

Corea 224 T. equi PCR 18S rRNA (Criado-Fornelio et al., 2003a; 
este estudio) 0,9 0,9 Seo et al. 

(2013) 



Revisión bibliográfica 
___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 

36 
 

Continuación de la tabla 2 

País Nº muestras 
analizadas Agente causal Método diagnóstico (*) Prevalencia 

(%) 
Prevalencia 
Total (%) Referencia 

Dubai 
Emiratos 
Árabes 

105 

B. caballi 
IFI (Kit comerc., Labor. Dr. Boese®, Alem.) 10,48 

IFI y 
cELISA=36

,2 Jaffer et al. 
(2010) 

   cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 15,2 

T. equi 
IFI (Kit comerc., Labor. Dr. Boese®, Alem.) 32,4 

 cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 32,4 RT-PCR= 
31,4 Parasitación mixta IFI (Kit comerc., Labor. Dr. Boese®, Alem.) 12,4 

cELISA (kit comercial VMRD®, EEUU) 12,4 

India 792 T. equi ELISA EMA-2 (Kumar et al., 2013) 66,29 66,29 Dahiya et al. 
(2018) 

India 464 T. equi 
iELISA EMA-2 (Kumar et al., 2013) 49,78 

 Sumbria et al. 
(2016a) nPCR 18S rRNA (Rampersad et al., 2003; 

Allsopp et al., 1994) 21,77 

Indonesia 235 

B. caballi 
ELISA BC48 (Xuan et al., 2001c) 6,4 Seropositivos 

(ELISA) = 
8,5 Nugraha et al. 

(2018) 
nPCR BC48 (Battsetseg et al., 2001) 1,7 

T. equi 
ELISA EMA-2 (Xuan et al., 2001c) 2,1 Positivos 

(nPCR) = 
2,1 nPCR EMA-2 (este estudio) 0,4 

Irán 100 

B. caballi 
IFI (kit comercial MegaScreen®, Austria) 2,0 

 Abedi et al. 
(2014) 

mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 0 

T. equi 
IFI (kit comercial MegaScreen®, Austria) 48,0 

mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 45,0 

Parasitación mixta 
IFI (kit comercial MegaScreen®, Austria) 3,0 

mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 0 

Irán 105 T. equi PCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 22,86 22,86 Bahrami et al. 
(2014) 

Irán 240 

B. caballi mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 5,83 

  Malekifard et 
al. (2014) T. equi mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 10,83 

Parasitación mixta mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 1,66 

Irán 126 T. equi PCR EMA-1 (este estudio) 27,7 27,7 Ebrahimi et al. 
(2018) 

Israel 361 T. equi 
IFI (este estudio) 29,4 

  Shkap et al. 
(1998)  ELISA EMA-1 (Knowles et al., 1991a, 1991b, 

1992) 33,7 

Israel 590 T. equi mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 26,4 26,4 Steinman et al. 
(2012) 

Israel y  
 Palestina 324 T. equi  cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 43,8 43,8 Aharonson et 

al. (2014) 

Israel 273 B. caballi 
   cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 0,37 

  Rapoport et al. 
(2014) PCR RAP-1 (Bhoora et al., 2010a) 9,3 

Jordania 217 

B. caballi mPCR 18S rRNA (Sloboda et al., 2011) 6,0 
Múltiplex-
PCR= 28,0 Qablan et al. 

(2013) 

T. equi mPCR 18S rRNA (Sloboda et al., 2011) 22,0 

Parasitación mixta mPCR 18S rRNA (Sloboda et al., 2011) 0 

 "Catch-all"-PCR (Sloboda et al., 2011) 28,6 Catchall-
PCR= 28,6 

Jordania 253 

B. caballi 
    cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 0 

14,6 Abutarbush et 
al., (2011) 

PCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 0 

T. equi 
   cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 14,6 

mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 0 

Japón 2019 
B. caballi ELISA RAP-1 (Ikadai et al., 1999, 2000) 5,4 

 Ikadai et al. 
(2002) T. equi ELISA EMA-1 (Xuan et al., 2001b) 2,2 

Mongolia 110 
B. caballi IFI (este estudio) 84,5 

  Avarzed et al. 
(1997a) T. equi IFI (este estudio) 88,2 

Mongolia 209 B. caballi ELISA RAP-1 (este estudio) 46,4 46,4 Ikadai et al. 
(2000) 

Mongolia 254 

B. caballi ELISA RAP-1 (Ikadai et al., 1999) 40,1 

  Boldbaatar et 
al. (2005) 

T. equi ELISA EMA-1 (Xuan et al., 2001a, 2001b) 72,8 

Parasitación mixta ELISA 30,7 

Mongolia 192 

B. caballi mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 1,2 

  Sloboda et al. 
(2011) T. equi mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 92,7 

Parasitación mixta mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 1,2 
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Continuación de la tabla 2 

País Nº muestras 
analizadas Agente causal Método diagnóstico (*) Prevalencia 

(%) 
Prevalencia 
Total (%) Referencia 

Mongolia 250 

B. caballi 
cELISA RAP-1 (Xuan et al., 2001c) 51,6 

cELISA= 
81,6 

Munkhjargal 
et al. (2013) 

nPCR RAP-1 (Battsetseg et al., 2002a) 42,4 

T. equi 
cELISA EMA-2 (Xuan et al., 2001c) 19,6 

nPCR EMA-1 (Battsetseg et al., 2002a) 6,4 
nPCR= 51,2 

Parasitación mixta 
cELISA (Xuan et al., 2001c) 10,4 

nPCR (Battsetseg et al., 2002a) 2,4 

Paquistán 65 

B. caballi   cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 24,6 

  Hussain et al. 
(2014) T. equi   cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 56,9 

Parasitación mixta cELISA (kit comercial VMRD®, EEUU) 12,3 

República 
de 

Filipinas 
105 

B. caballi 
Inmunocromatografía (ICT) (Huang et al. 

2006b)  10,50 

 Ybañez et al. 
(2018) 

PCR (Ikadai et al. 1999) 2,00 

T. equi 
Inmunocromatografía (ICT) (Huang et al. 

2006b) 11,50 

PCR (Battsetseg et al., 2002b) 21,90 

Tailandia 
(caballos 
y mulos) 

240 

B. caballi 

IFI (Avarzed et al., 1997a) 5,00 

 Kamyingkird 
et al. (2014) 

ELISA RAP-1 (Terkawi et al., 2012) 2,50 
PCR 18 S rRNA (primers modificados de 

Gubbels et al., 1999) 0 

T. equi 

IFI (Avarzed et al., 1997a) 8,75 
ELISA EMA-2 (Kumar et al., 2004; Terkawi et 

al., 2012) 5,42 

PCR 18 S rRNA (primers modificados de 
Gubbels et al., 1999) 1,25 

Turquía 200 
B. caballi PCR RAP-1 (este estudio) 3,0 

10,0 Güçlü y 
Karaer, (2007) T. equi PCR EMA-1 (este estudio) 7,0 

Turquía 481 

B. caballi   cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 0,83 

18,50 Sevinc et al. 
(2008) T. equi   cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 16,21 

Parasitación mixta cELISA (kit comercial VMRD®, EEUU) 1,46 

Turquía 84 

B. caballi IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 38,0 

  Acici et al. 
(2008) 

T. equi IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 23,8 

Parasitación mixta IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 5,6 

Turquía 125 

B. caballi IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 9,6 

18,4 Karatepe et al. 
(2009) T. equi IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 12,8 

Parasitación mixta IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 4,0 

Turquía 220 
B. caballi   cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 0 

56,8 Kurt y Yaman 
(2012) T. equi   cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 56,8 

Turquía 203 
B. caballi RT-PCR (Bhoora et al., 2010) 1,97 

4,93 Kizilarslan et 
al. (2015) T. equi RT-PCR (Bhoora et al., 2010) 2,96 

Turquía 125 
B. caballi mPCR 18S rRNA (Sloboda et al., 2011) 0 

8,8 Guven et al. 
(2017) T. equi mPCR 18S rRNA (Sloboda et al., 2011) 8,8 

  

(*) Marca comercial del método diagnóstico empleado y/o autores que diseñan el protocolo correspondiente. 

 

En el continente americano la situación prácticamente no cambia, pues son más 

los estudios que indican que la prevalencia de T. equi es superior que la de B. caballi. 

En ciertos casos, las prevalencias son superiores a las encontradas en países de otros 

continentes, pudiendo llegar a rondar el 90% (Tabla 3). 

Destacar que son pocos los estudios seroepidemiológios realizados en América 

del Norte y, por tanto, poca la información disponible (Tabla 4). 
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Tabla 3. Datos publicados sobre la prevalencia de B. caballi y T. equi en Centroamérica y Sudamérica  
 
 

País Nº muestras 
analizadas Agente causal Método diagnóstico (*) Prevalencia 

(%) 
Prevalencia 
Total (%) Referencia 

Brasil 47 
B. caballi ELISA RAP-1 (Ikadai et al., 1999,2000) 81 

96 Xuan et al. 
(2001c) T. equi LAT EMA-1 (Xuan et al., 2001a, 2001b) 90 

Brasil 121 T. equi IFI (Tenter y Friedhoff, 1986) 73,55 73,55 Botteon et al. 
(2002) 

Brasil 
 

487 
  

B. caballi 
IFI (Tenter y Friedhoff, 1986) 83,0   

Heim et al. 
(2007) 

MRT-PCR RAP-1 (este estudio) 12,5   

T. equi 
IFI (Tenter y Friedhoff, 1986) 91,0   

MRT-PCR EMA-1 (Ueti et al., 2003) 59,7   

Parasitación mixta MRT-PCR 8,6   

Brasil 380 T. equi 
IFI (Baldani et al., 2004) 35,8 

 Golynski et al. 
(2008) iELISA Ag crudo (Baldani et al., 2004) 31,6 

Brasil 590 T. equi mPCR (Alhassan et al., 2005) 26,4 26,4 Steinman et al. 
(2012) 

Brasil 174 T. equi iELISA Ag crudo (Baldani et al., 2004) 74,14 74,14 De Campos et 
al. (2013) 

Brasil 198 
B. caballi   cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 69,2 

97,5 Vieira et al. 
(2013) T. equi cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 78,3 

Parasitación mixta cELISA (kit comercial VMRD®, EEUU) 50,0 

Brasil 400 T. equi iELISA Antígeno crudo (Baldani et al. 2004) 61,0 61,0 Prochno et al. 
(2014) 

Brasil 119 T. equi 
IFI (Vieira et al., 2015) 59,6 

 Ferreira et al.  
(2016) PCR (Kumar et al., 2004) 50,4 

Brasil 506 T. equi IFI (IICA, 1987) 57,0 57,0 Guimarães et al.  
(2017) 

Brasil 430 

B. caballi 

cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 58,6 

  
  

Lobanov et al.  
(2018) 

RT-qPCR 18S rRNA (Bhoora et al., 2010a) 7,9 

Dúplex RT-qPCR 9,3 

T. equi 

  cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 87,4 

RT-qPCR EMA-1 (este estudio)  90,5 

Dúplex RT-qPCR  87,9 

Colombia 82 

B. caballi 
IFI (Tenter y Friedhoff, 1986) 90,0 

 Tenter et al. 
(1988) 

RFC (Holbrook et al., 1971) 41,0 

T. equi 
IFI (Tenter y Friedhoff, 1986) 94,0 

RFC (Holbrook et al., 1971) 65,0 

Costa 
Rica 130 

B. caballi 
cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 69,2 

 
Posada-

Guzmán et al.  
(2015) 

nPCR RAP-1 (Battsetseg et al., 2002a) 20,0 

T. equi 
  cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 88,5 

nPCR EMA-1 (Battsetseg et al., 2002a) 46,2 

Cuba 100 
B. caballi nPCR RAP-1 (Ikadai et al., 1999; Battsetseg et 

al., 2002a) 5,0 
78,0 Díaz-Sánchez 

et al. (2018) T. equi nPCR EMA-1 (Battsetseg et al., 2002a) 53,0 
Parasitación mixta nPCR RAP-1 y EMA-1 20.0 

Méjico 248 

B. caballi IFI (este estudio) 27,4 

61,7 
Cantú-

Martínez et al. 
(2012) 

T. equi IFI (este estudio) 45,2 

Parasitación mixta IFI (este estudio) 10,9 

Méjico 348 T. equi nPCR EMA-1(Battsetseg et al., 2001) 26,72 26,72 
Ayala-

Valdovinos et al. 
(2014) 

Méjico 1000 T. equi nPCR EMA-1(Alhassan et al. 2007b, este 
estudio) 19,7 19,7 

Ayala-
Valdovinos et al. 

(2017) 

Trinidad y 
Tobago 93 

B. caballi IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 68,8 

82,8 Asgarali et al. 
(2007) T. equi IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 33,3 

Parasitación mixta IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 19,4 

Venezuela 360 

B. caballi  cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 70,6 
  
  
  

Mujica et al. 
(2011) T. equi  cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 50,3 

Parasitación mixta cELISA (kit comercial VMRD®, EEUU) 35,56 
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Continuación de la tabla 3 

País Nº muestras 
analizadas Agente causal Método diagnóstico (*) Prevalencia 

(%) 
Prevalencia 
Total (%) Referencia 

Venezuela 

cELISA = 694 
B. caballi 

cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 23,2 
cELISA = 

50,2 

Rosales et al. 
(2013) 

mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 4,4 

T. equi 
 cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 14,0 

mPCR = 136 

mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 61,8 
mPCR = 

66,2 Parasitación mixta 
cELISA (kit comercial VMRD®, EEUU) 13,0 

mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 4,4 
 
(*) Marca comercial del método diagnóstico empleado y/o autores que diseñan el protocolo correspondiente. 

 
 
Tabla 4. Datos publicados sobre la prevalencia de B. caballi y T. equi en Norteamérica 
 
 

Estado Nº muestras 
analizadas Agente causal Método diagnóstico (*) Prevalencia 

(%) 
Prevalencia 
Total (%) Referencia 

Florida 210 

B. caballi 
 RFC (OIE, 2008), IFI (OIE, 2008), cELISA 

RAP- 1(kit comercial VMRD®, EEUU) y nPCR 
(Zahler et al., 2000) 

0 

9,52 Short et al. 
(2012) 

T. equi 
RFC (OIE, 2008), IFI (OIE, 2008), cELISA 
EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) y 

nPCR (Zahler et al., 2000) 
9,52 

 
(*) Marca comercial del método diagnóstico empleado y/o autores que diseñan el protocolo correspondiente. 

 

 

En Europa, la PE está presente en numerosos países como Portugal, España, 

Francia, Italia, Hungría, Rumanía, e incluso Rusia. Otros países están libres de la 

enfermedad, aunque esporádicamente sufren brotes de enfermedad, entre ellos cabe citar 

a Bélgica, Austria, Polonia o la República Checa (Rothschild, 2013).  

A continuación, podemos observar los datos de prevalencia relacionados con 

diferentes países europeos. Los resultados publicados son dispares, pues la prevalencia 

de T. equi es superior a la de B. caballi en países como Rumanía y Portugal. Mientras 

que en otros se invierte esta tendencia, como sucede en Holanda. Incluso en ciertos 

países (Italia), dependiendo del trabajo consultado, puede ser superior la prevalencia de 

T. equi o bien la de B. caballi (Tabla 5). 

  
Tabla 5. Datos publicados sobre la prevalencia de B. caballi y T. equi en Europa 
 

País Nº muestras 
analizadas Agente causal Método diagnóstico (*) Prevalencia 

(%) 
Prevalencia 
Total (%) Referencia 

Región de 
los 

Balcanes 
142 

ADN de 
piroplásmido 

PCR 18S rRNA (Olmeda et al., 1997; 
Muhlnickel et al., 2002) 25,4 

25,4 Davitkov et al. 
(2016) 

B. caballi mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 22,5 

T. equi mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 2,1 

Parasitación mixta mPCR 18S rRNA (Alhassan et al., 2005) 0,7 

Eslovaquia 39 T. equi PCR 18S rRNA (Casati et al., 2006;  
Hornok et al., 2014) 0 0 Slivinska et al. 

(2016) 

Francia 111 
B. caballi PCR 18S rRNA (este estudio) 1,80 

  Fritz, D. (2010) 
T. equi PCR 18S rRNA (este estudio) 86,0 
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Continuación de la tabla 5 

País Nº muestras 
analizadas Agente causal Método diagnóstico (*) Prevalencia 

(%) 
Prevalencia 
Total (%) Referencia 

Francia 443 
B. caballi RFC (OIE, 2002) 12,9 

 Guidi et al. 
(2015) T. equi RFC (OIE, 2002) 58,0 

Grecia 524 

B. caballi cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 1,1 

  Kouam et al. 
(2010) T. equi cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 9.,2 

Parasitación mixta cELISA (kit comercial VMRD®, EEUU) 0,8 

Holanda 300 

B. caballi 
IFI (Madden y Holbrook, 1986) 3,0 

4,0 Butler et al. 
(2012) 

PCR-RLB 18S rRNA (Nijhof et al., 2005) 0 

T. equi 
IFI (Madden y Holbrook, 1986) 1,0 

PCR-RLB 18S rRNA (Nijhof et al., 2005) 1,6 

Parasitación mixta IFI (Madden y Holbrook, 1986) 1,0 

Hungría 

IFI y ELISA 
= 324 T. equi 

IFI (kit comercial MegaScreen®, Austria) 32,0 

  Farkas et al. 
(2013) 

cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 32,0 

PCR = 101 PCR 18S rRNA (Olmeda et al., 1997; 
Muhlnickel et al., 2002) 49,0 

Islas 
Azores 305 T. equi 

cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 19,3 
  Baptista et al. 

(2013) nPCR EMA-1 (este estudio) 14,8 

Italia 412 

B. caballi IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 17,9 

68,4 Moretti et al. 
(2010) T. equi IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 12,4 

Parasitación mixta IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 38,1 

Italia 294 

B. caballi 
IFI 0,3 

8,5 Grandi et al. 
(2011) 

PCR 18S rRNA (Bashiruddin et al., 1999) 0 

T. equi 
IFI 8,2 

PCR 18S rRNA (Bashiruddin et al., 1999) 3,0 

Parasitación mixta IFI 0 

Italia 1441 

B. caballi IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 1,9 

34,.7 Sgorbini et al. 
(2015) T. equi IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 32,2 

Parasitación mixta IFI (kit comercial Fuller Labor.®, EEUU) 0,6 

Italia 300 

B. caballi 
IFI (kit comercial MegaScreen®, Austria) 26,0   

Laus et al.  
(2013) 

PCR-RFLP 18S rRNA (Centeno-Lima et al., 
2003; Herwald et al., 2013) 0  

T. equi 
IFI (kit comercial MegaScreen®, Austria) 41,0  

PCR-RFLP 18S rRNA (Centeno-Lima et al., 
2003; Herwald et al., 2003) 15,0  

Parasitación mixta 
IFI (kit comercial MegaScreen®, Austria) 14,7  

PCR-RFLP 18S rRNA  0  

Italia 135 
B. caballi Semi-nPCR 18S rRNA (Zanet et al., 2014) 0 

13,33 Zanet et al. 
(2017) T. equi Semi-nPCR 18S rRNA (Zanet et al., 2014) 13,33 

Polonia 76 T. equi PCR 18S rRNA (Casati et al., 2006;  
Hornok et al., 2014) 1,3 1,3 Slivinska et al. 

(2016) 

Portugal 162 
B. caballi cELISA RAP-1(kit comercial VMRD®, EEUU) 11,1 

  Ribeiro et al. 
(2013a) T. equi   cELISA EMA-1(kit comercial VMRD®, EEUU) 17,9 

Reino 
Unido 

 

B. caballi 

RFC (OIE, 2008) 3,5 

4,4 

Coultous et al. 
(2018) 

IFI (OIE, 2008) 6,6 
cELISA RAP-1(kit comercial VMRD®, 

EEUU) 0,6 

RFC, IFI y  
cELISA = 

1242 

PCR (Criado-Fornelio et al., 2003a; Oura et 
al., 2004) 0 0 

PCR= 1211 
T. equi 

RFC (OIE, 2008) 6,4 

5,9 IFI (OIE, 2008) 8,4 
cELISA EMA-1(kit comercial VMRD®, 

EEUU) 1,8 

 PCR (Criado-Fornelio et al., 2003a; Oura et 
al., 2004) 0,8 0,8 

Rumanía 178 

B. caballi mPCR (Sloboda et al., 2011) 4,5 
Múltiplex-

PCR= 43,26 Gallusová et al. 
(2014) 

T. equi mPCR (Sloboda et al., 2011) 38,8 

Parasitación mixta mPCR (Sloboda et al., 2011) 2,8 

Parasitación mixta "Catch-all"-PCR (Sloboda et al., 2011) 48,9 "Catch-all"-
PCR= 48.9 
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Continuación de la tabla 5 

País Nº muestras 
analizadas Agente causal Método diagnóstico (*) Prevalencia 

(%) 
Prevalencia 
Total (%) Referencia 

Suiza 689 

B. caballi IFI (Tenter y Friedhoff, 1986) 1,5 

7,3 Sigg et al. 
(2010) T. equi IFI (Tenter y Friedhoff, 1986) 4,4 

Parasitación mixta IFI (Tenter y Friedhoff, 1986) 1,5 

Ucrania 100 T. equi PCR 18S rRNA (Casati et al., 2006;  
Hornok et al., 2014) 29,0 29,0 Slivinska et al. 

(2016) 
 

(*) Marca comercial del método diagnóstico empleado y/o autores que diseñan el protocolo correspondiente. 

 

 

En último lugar, pero no por ello menos importante, vamos a referirnos a las 

investigaciones realizadas en España. Según los datos obtenidos en el Servicio 

Diagnóstico de la Unidad de Parasitología del Hospital Clínico de la Facultad de 

Veterinaria de la Universidad de Extremadura (UNEX), las cifras de seropositividad 

para el conjunto nacional, se cifran en torno al 52,5% para T. equi y en el 21,3% para B. 

caballi (Habela et al., 2005a). Predomina T. equi en el conjunto peninsular excepto en 

la cornisa cantábrica, donde B. caballi alcanza prevalencias más altas que para el resto 

del país (Habela et al., 1989; Habela et al., 1995; Habela et al., 1998a). Por ello, parece 

estar claro que esta enfermedad se encuentra distribuida por toda nuestra geografía, 

siendo por norma general, más prevalente T. equi que B. caballi (Tabla 6). 
 
 

Tabla 6. Datos publicados sobre la prevalencia de B. caballi y T. equi en España 
 
 

Comunidad 
autónoma 

Nº muestras 
analizadas Agente causal Método diagnóstico (*) Prevalencia 

(%) 
Prevalencia 
Total (%) Referencia 

Andalucía 428 
B. caballi         cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 7,9 

  
García-

Bocanegra 
et al. (2013) T. equi         cELISA EMA-1(kit comercial VMRD®, EEUU) 48,6 

Extremadura 500 

B. caballi IFI (Tenter y Friedhoff, 1986) 15 

60.0 Habela et 
al. (1989) 

T. equi IFI (Tenter y Friedhoff, 1986) 35 
Parasitación 

mixta IFI (Tenter y Friedhoff, 1986) 10 

Galicia 60 

B. caballi IFI (este estudio) 28,3 

  Camacho et 
al. (2005) 

T. equi IFI (este estudio) 40 
Parasitación 

mixta IFI (este estudio) 20 

Valencia 40 

B. caballi IFI Camacho et al. (2005) 7,5 

7.5 Vega et al. 
(2012) 

T. equi IFI Camacho et al. (2005) 2,5 
Parasitación 

mixta IFI Camacho et al. (2005) 2,5 

Áreas del centro 
de España 
(Madrid y 

ambas 
Castillas) 

536 

B. caballi   cELISA RAP-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 4,7 

 Camino et 
al. (2018) T. equi   cELISA EMA-1 (kit comercial VMRD®, EEUU) 21,8 

 

(*) Marca comercial del método diagnóstico empleado y/o autores que diseñan el protocolo correspondiente. 
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2.6.- Diagnóstico de la Piroplasmosis Equina 
 

2.6.1.- Diagnóstico clínico-epidemiológico 

 

 Este tipo de diagnóstico está basado en la identificación de la sintomatología 

compatible y la presencia o no de garrapatas, vectores potenciales. Es un diagnóstico 

complicado, que se puede enmascarar bajo cualquier cuadro sintomático, sin embargo, 

puede ser orientativo (Böse et al., 1995) y tener una relativa utilidad. 

 

 Existen diferentes factores que pueden hacer variar la patogénesis de la PE, entre 

ellos podemos encontrar los factores dependientes del parásito como son el género y 

especie (T. equi es mucho más patógena que B. caballi), la cepa, la dosis y el ritmo de 

infección. Parece ser que la variación genética del parásito estaría también ligada a su 

patogenicidad y virulencia (Sivakumar et al., 2014). Existen unos factores dependientes 

del hospedador que también influirían, como son el estado nutricional, el sanitario, la 

edad, etc. Debido a todos estos factores, la mortalidad puede rondar alrededor del 5-

10% en caballos que nacen en zonas endémicas (Rothschild, 2013). El último de los 

factores a destacar es el estado inmunitario, muy importante en sí, ya que animales de 

zonas endémicas suelen ser más resistentes debido a que se encuentran en estado de 

preinmunidad o inmunidad no estéril. 

 La PE es una enfermedad anemizante y febril, que, además puede presentar una 

sintomatología muy variada. El período de incubación oscila entre diez y veinte días. La 

sintomatología nerviosa (encefalitis) y las cojeras son frecuentes en la infección por B. 

caballi, debido a la oclusión de la luz de los capilares. A veces, T. equi puede provocar 

abortos por transmisión intrauterina (Guglielmone, 1995). 

 

 
FIGURA 5: Mucosas ictéricas de un caballo infectado por T. equi 
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 Los mecanismos de acción patógena, en ambas infecciones, se basan en la 

liberación de sustancias farmacológicamente activas como son las esterasas, las cuales 

provocarían la activación de la calicreína plasmática después de la multiplicación del 

parásito en la sangre. La calicreína provoca un aumento de la permeabilidad vascular y 

vasodilatación, generando así éstasis circulatorios y posteriormente un shock, que, sin 

duda, podría derivar en la muerte (Sevilla, 2005). Otro de los mecanismos de acción 

patógena es la autoinmunidad provocada por la formación de inmunocomplejos, 

generándose fenómenos de eritrofagocitosis (Levine, 1985), que se pueden observar 

fundamentalmente en el hígado y el bazo entre otros órganos. 

En los inicios de la infección por T. equi, el sistema mononuclear fagocítico se 

ve afectado dando lugar a linfocitosis y posteriormente, a depleción y desorganización 

linfoide acompañada de leucopenia (Schein et al., 1981). 

 La PE puede presentarse bajo diferentes formas clínicas: sobreaguda, aguda, 

subaguda y crónica. Pasamos a explicarlas brevemente: 

 

- Presentación sobreaguda: tiene un curso de uno o dos días, sobreviniendo la 

muerte rápidamente. Se produce fundamentalmente en potros que sufren 

infección intrauterina (de Waal, 1992; Lewis et al., 1999, Phipps y Otter, 

2004), adultos que son introducidos en áreas con abundantes garrapatas 

infectadas (Maurer, 1962), situaciones de estrés, etc. (Hailat et al., 1997). En 

potros tiene un mal pronóstico (Rothschild, 2013). La sintomatología en la 

infección por B. caballi deriva fundamentalmente de la obstrucción de los 

capilares en diferentes órganos y afección del sistema nervioso (Rothschild, 

2013). En el caso de infecciones por T. equi, se producen las muertes 

principalmente como consecuencia de la anemia hemolítica (Holbrook, 

1969). 

 

- Presentación aguda: Existe un predominio del síndrome febril (con 

temperaturas que pueden superar los 40ºC), deshidratación, mucosas 

congestionadas, taquipnea, taquicardia, sudoración, edemas (palpebrales, 

ventrales y de extremidades), lagrimeo intenso, rinorrea, cojeras, presencia 

de hemorragias en mucosas (oral, nasal, genital...) y una intensa crisis 

hemolítica. También se puede observar ictericia, hemoglobinuria y, en los 

casos muy graves, pueden aparecer crisis nerviosas con tambaleos, 
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convulsiones y sialorrea, pudiendo terminar el proceso en muerte (Maurer, 

1962; de Waal, 1992; Friedhoff y Soulé, 1996; Taylor et al., 1969; Schein, 

1988). Puede afectar al aparato digestivo produciendo cólicos, constipación, 

diarrea o enteriris catarral (Maurer, 1962; de Waal, 1992; Taylor et al., 

1969).  La muerte en zonas no endémicas como en China, puede rondar el 

14% (Yin et al., 1997) y en otras zonas elevarse fácilmente hasta el 50% 

(Rosthchild, 2013). Otros síntomas más atípicos son el fallo renal y hepático 

(Maurer, 1962). Esta presentación es de fácil diagnóstico por la clínica y la 

abundante presencia de parásitos en el interior de los eritrocitos. Puede durar 

entre siete y doce días. La persistencia de hipertermia estimula el consumo 

de reservas orgánicas, produciéndose un adelgazamiento progresivo 

agravado por la disminución del apetito. 

 

- Presentación subaguda: Los síntomas que se presentan son bastante 

atenuados, variando desde la anorexia, pérdida de peso, debilidad 

generalizada, fiebre intermitente, taquicardia, taquipnea, mucosas pálidas o 

ictéricas, con petequias ocasionales. Puede aparecer constipación seguida de 

diarrea, hemoglobinuria o incluso esplenomegalia (Rothschild, 2013). 

 

- Presentación crónica: La sintomatología es escasa, con signos inespecíficos 

que incluyen inapetencia, pérdida de peso, condición corporal pobre y poca 

resistencia al ejercicio físico. Puede haber una ligera anemia, pudiendo 

presentarse ictericia, así como ascitis (Rothschild, 2013). La duración del 

proceso puede rondar los 20 días. 

 

Estas dos últimas formas pueden pasar inadvertidas al diagnóstico clínico o 

parasitológico directo convencional. 

 

Durante el desarrollo de la enfermedad podemos encontrar alterados algunos 

parámetros hemáticos y bioquímicos, de hecho, se produce una anemia, que en un 

principio será normocítica y normocrómica sobre todo en los casos agudos (Rothschild, 

2013). El hematocrito puede descender hasta valores por debajo del 20%, debido a 

hemólisis derivadas de las parasitemias que pueden oscilar entre el 0,2 y el 45% 

(Urquhart et al., 1996; Rothschild, 2013). Igualmente, se produce una disminución de la 
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hemoglobina, hay hemoglobinuria sobre todo en el caso de infecciones por T. equi y 

también trombocitopenia (Mauser, 1962; de Waal, 1992), leucocitosis en las primeras 

fases y, posteriormente, leucopenia (Roberts et al., 1962). Una marcada eosinofilia, 

debida a la presencia de los parásitos y mononucleosis son observadas en las primeras 

fases (Holmann et al., 1993). 

 

El diagnóstico anatomopatológico tampoco aporta información suficiente, pues 

el cuadro lesional se caracteriza por una diátesis hemorrágica generalizada acompañada 

de fenómenos de coagulación intravascular diseminada y una muerte por shock 

hipovolémico, siendo por lo tanto un cuadro bastante inespecífico y poco concluyente 

(Brüning, 1996). 

 Las lesiones son variadas y se aprecian en numerosos órganos y sistemas. Entre 

todas ellas, podemos destacar las que afectan al sistema nervioso como la encefalitis de 

tipo no purulento; hemorragias y edema alveolar en los pulmones; afecciones del 

corazón como miocarditis y endocarditis valvulares hemorrágicas, así como alteraciones 

en el hígado, como, por ejemplo, la hepatitis hemorrágica, la necrosis y la colangitis, 

todas ellas asociadas a una cierta hepatomegalia. El bazo podrá presentar un aumento de 

tamaño (esplenomegalia), hemorragias y congestión con una linfoadenitis hiperplásica 

en los linfonodos. La glomerulonefritis, nefritis intersticial, hemorragias e infartos 

renales son lesiones habituales en los riñones. La hematuria no es infrecuente, debida a 

las hemorragias producidas en la vejiga urinaria, eliminándose así, una orina de color 

rojo a parduzco. También se podrá advertir la aparición de edemas subcutáneos y 

exudados serosos en cavidades. Además, pueden aparecer otras lesiones tales como 

gastritis hemorrágicas e incluso enteritis (Mahoney et al., 1977; Levine, 1985; Kuttler, 

1988b; Schein, 1988).  

 

Por todo ello, no es aconsejable realizar solamente un diagnóstico clínico-

epidemiológico o anatomopatológico, debiéndose recurrir a pruebas de tipo laboratorial, 

que bien pueden ser directas o indirectas. 

 

El diagnóstico de la PE es más eficaz aplicando varios métodos diagnósticos, sin 

limitarse a sólo uno de ellos. Así, existen múltiples combinaciones entre las diferentes 

técnicas y una de las combinaciones más utilizadas es la constituida por la observación 

microcópica de frotis sanguíneos teñidos y técnicas serológicas como IFI o ELISA, 
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fundamentalmente en aquellos laboratorios en los que los métodos de biología 

molecular no están implantados. 

 

 

2.6.2.- Diagnóstico parasitológico directo 

 

Los diferentes métodos de diagnóstico de PE que han sido y son más empleados 

en la actualidad, como son la observación al microscopio de extensiones de sangre 

teñidas o parasitoscopia, el cultivo in vitro y los métodos moleculares como la PCR. 

  

2.6.2.1.- Parasitoscopia 

 

Las extensiones sanguíneas teñidas con la tinción de Leishman, Giemsa o el 

Panóptico Rápido permiten la observación del parásito al microscopio óptico, 

especialmente en la fase aguda de la enfermedad (cuando la parasitemia es elevada), 

siendo muy complicada su detección en animales portadores crónicos o inaparentes 

(Taylor et al., 1969; Todorovic y Carson, 1981; Kumar et al., 1997; Zweygarth et al., 

1997; Krause, 2003; De Vera et al., 2006; Balkaya y Erdogmus, 2006; Zobba et al., 

2008), ya que las parasitemias inferiores al 1% son muy difíciles de detectar por esta 

metodología (Hall et al., 2013). En algunas ocasiones, incluso durante la fase aguda de 

la infección, la parasitación se mantiene en niveles tan bajos que aparecen falsos 

negativos (Friedhoff y Soulé, 1996.), sobre todo en el caso de B. caballi, donde las 

parasitemias pueden ser inferiores incluso al 0,1% (Wise et al., 2013).  

Es una prueba que posee una baja sensibilidad comparada con las pruebas 

moleculares como la PCR (Xuan et al., 1998; Alhassan et al., 2005; Bashiruddin et al., 

1999; Nicolaiewsky et al., 2001; Rampersad et al., 2003; Ibrahim et al., 2011) y a veces 

resulta complicada la identificación del parásito causante en los frotis sanguíneos 

(Asgarali et al., 2007), ya que la diferenciación del agente etiológico se realiza en base a 

las características morfológicas y morfométricas.  

Pese a estos inconvenientes, se utiliza como una prueba más en estudios 

epidemiológicos, normalmente acompañado de otras técnicas, bien serológicas o 

moleculares (Potgieter et al., 1992; Güçlü y Karaer, 2007; Al-Saad et al., 2010; Kurt y 

Yaman, 2012). 
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2.6.2.2.- Cultivo in vitro     

 

La parasitoscopia sólo es útil en los 

primeros días postinfección, es decir, en fase 

aguda. Sin embargo, los cultivos in vitro 

iniciados a partir de sangre fresca y estéril 

obtenida de un caballo portador pueden llegar a 

indicarnos si el animal está o no parasitado 

(Holman et al., 1993; Zweygarth et al., 1997). 
                                   

Es un método que requiere la obtención 

de glóbulos rojos infectados del animal a 

estudiar. Estas células se añadirán al medio de 

cultivo, junto a glóbulos rojos de un donante no 

infectado y se incubarán en estufa con 5% de 

CO2 a 37ºC. Diariamente, se renovará el medio 

de cultivo y se realizará un frotis para 

determinar la parasitemia (Holman et al., 1993, 1994). Los cultivos se realizarán 

específicamente para B. caballi (Avarzed et al., 1997b; Zweygarth et al., 1999; Ikadai et 

al., 2001; Zweygarth et al., 2002) o bien para T. equi (Zweygart et al., 1995; Holman et 

al., 1998), pues ambos parásitos tienen diferentes requerimientos para su crecimiento in 

vitro (Schuster, 2002).                     

    

Dentro de los inconvenientes de este método de diagnóstico, se pueden citar 

varios, por ejemplo, que es un método laborioso y en ocasiones lento, que requiere 

personal cualificado, lo que limita su aplicación como técnica diagnóstica de rutina. 

Además, resulta relativamente caro (Böse et al., 1995) y, en algunos casos, animales 

que son seropositivos y supuestamente portadores pueden resultar ser negativos al 

cultivo y aislamiento. Autores como Bonfini et al. (2006), indican que es un buen 

método para la detección de équidos portadores, incluso negativos por métodos 

serológicos. También puede resultar de interés para valorar tratamientos en los 

animales. Pese a todas las desventajas mencionadas, no deja de ser un método aplicable 

para el diagnóstico de la PE, al menos como complemento a otras técnicas diagnósticas 

FIGURA 6: Placa de cultivo 

 

FIGURA 7: Frasco de cultivo (Flask) 
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(Baldani et al., 2008), sobre todo si el animal es de elevado valor genético o se va a 

destinar a la exportación (Holman et al., 1993). 

En cualquier caso, el cultivo in vitro posee mayor sensibilidad en el diagnóstico 

de T. equi que para B. caballi (Alhassan et al., 2007c), pudiendo deberse este hecho, a 

que la primera se multiplica más rápidamente que la segunda, alcanzando parasitemias 

más elevadas (Holman et al., 1993). 

El cultivo in vitro se ha utilizado para validar sueros como controles positivos y 

negativos empleados en la estandarización de tests serológicos y también para aislar 

cepas de estos parásitos sin la necesidad de realizar infecciones experimentales (Böse et 

al., 1995).  

            

 2.6.2.3.- Métodos moleculares: Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

 

Esta técnica fue desarrollada a principios de los años ochenta por Kary Mullis 

(Rodríguez y Barrera, 2004). A lo largo de esa misma década, diferentes autores 

continuaron con su desarrollo (Saiki et al., 1988), constituyendo en los últimos tiempos 

una verdadera revolución en el diagnóstico clínico y, por ello, de multitud de 

enfermedades.  

Los métodos moleculares se basan fundamentalmente en la detección del 

material genético de un organismo o especie. La PCR es una técnica de biología 

molecular in vitro mediante la que se logra una amplificación específica de un 

fragmento del ADN molde. Este fragmento específico se amplifica al ser delimitado por 

una pareja de cebadores sintéticos. Tras realizar la amplificación, se obtiene un número 

de copias suficientes para su detección. Esta reacción consta de unos 30-40 ciclos 

repetitivos de polimerización, y en cada uno de estos ciclos se realizan tres pasos. El 

primero es la desnaturalización del ADN (ruptura de los enlaces entre las dos hebras de 

la molécula de ADN incubándolo a una temperatura elevada, normalmente 95ºC). En la 

segunda fase se produce la hibridación o anillado del ADN molde con los cebadores. En 

esta fase, la temperatura puede variar según la temperatura de fusión de los 

oligonucleótidos, pero en general oscila entre 50-60ºC. La última fase se lleva a cabo a 

una temperatura de 72ºC, es la fase elongación de la hebra de ADN. Durante la misma, 

la ADN polimerasa realiza la extensión de la cadena complementaria empleando como 

patrón una de las hebras del ADN molde. Al final de cada uno de los ciclos, se obtiene 

el doble de moléculas del ADN molde, de tal manera que la técnica permite la 
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amplificación exponencial del fragmento de ADN deseado (Rodríguez y Barrera, 2004). 

Para realizar esta prueba, no sólo se debe obtener el ADN genómico (previa extracción 

del material genético de la muestra a analizar), sino que además se emplean otros 

elementos (algunos de ellos ya citados), como la enzima ADN polimerasa, una pareja de 

oligonucleótidos o cebadores sintéticos (que normalmente están constituidos por 

aproximadamente 20 bases) y que deben hibridar específicamente con una región del 

ADN molde. También se utilizan desoxirribonucleótidos trisfosfato (dNTP´s) y una 

solución tampón que incluirá cloruro de magnesio (MgCl2). Tras la amplificación, los 

productos o fragmentos obtenidos pueden visualizarse en geles de agarosa teñidos con 

colorantes afines al ADN (García, 2010).  

Como todas las técnicas de diagnóstico, las moleculares tienen ventajas e 

inconvenientes. Así, su ventaja más relevante es la alta especificidad y sensibilidad 

respecto a las técnicas serológicas (Alhassan et al., 2007a; Bhoora et al., 2009). La 

sensibilidad se define como “la mínima cantidad de ADN que se necesita para llevar a 

cabo su amplificación” (Orellano, 2018). En nuestro caso, son los límites de detección 

de un parásito en una serie de células rojas o hematíes. La sensibilidad de una prueba 

está relacionada con los falsos negativos, de hecho, la fracción de falsos negativos se 

calcula de la siguiente manera: 1-sensibilidad (LaMorte, 2016). En el caso de la PCR, se 

puede producir un falso negativo cuando la muestra analizada no posee suficiente 

cantidad de ADN diana para que se produzca su amplificación. La sensibilidad de la 

PCR es unas 100 veces superior a la de las técnicas microscópicas, pudiendo detectarse 

ADN del parásito en una sangre con una parasitemia de 10-9 (Böse et al., 1995). Esta 

sensibilidad se traduce en la detección de 1 parásito por cada 1000000000 de eritrocitos. 

Se obtienen buenos resultados con la PCR incluso cuando la cantidad de ADN a 

detectar es muy pequeña (1 pg, es decir, 10-12 g de ADN) (Böse et al., 1995). Por ello, 

se puede aplicar con éxito en el diagnóstico de animales crónicos (Böse et al., 1995; 

Rampersad et al., 2003; Ribeiro et al., 2013b), lo cual resulta muy útil en el caso de la 

PE. Es cierto que el límite teórico de detección de la PCR depende de diferentes factores 

como son la mezcla para la prueba, la efectividad de la polimerasa empleada, la 

presencia o no de inhibidores en la propia muestra o incluso la sensibilidad del equipo 

de PCR, entre otros (Cha y Thilly, 1993; Pérez de Castro, 2011). En el caso de 

Theileria, la detección del ADN genómico y la sensibilidad se verá influenciada 

también por la eficiencia en la extracción del ADN, el número de copias del gen por 
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genoma y el número de parásitos por célula (parasitemia), que varía de un animal a otro, 

lo cual suele ser superior en caballos de áreas endémicas (Mans et al., 2015).  

Con respecto a la especificidad, es un término que hace referencia a la 

“obtención de un solo producto amplificado” (Orellano, 2018). Ésta depende del 

protocolo de PCR aplicado y por ello, de factores como la temperatura empleada en la 

fase de hibridación, la cantidad de iones divalentes y la propia secuencia de los 

cebadores (Pérez de Castro, 2011). El término especificidad se relaciona con los falsos 

positivos. De hecho, la fracción de falsos positivos se calcula de la siguiente manera: 1-

especificidad (LaMorte, 2016). En el caso de la PCR, una muestra negativa puede 

diagnosticarse como positiva, debido a que se haya amplificado un fragmento de ADN 

que no es el ADN diana para el cual se han diseñado los cebadores empleados en la 

prueba. Con respecto a la especificidad de la PCR, podemos decir que es muy alta, 

evitándose así las reacciones cruzadas entre T. equi y B. caballi, de aparición muy 

frecuente en algunas pruebas serológicas convencionales. La elección de los genes a 

emplear y el diseño de los cebadores son determinantes en la especificidad y 

sensibilidad de la prueba (Alhassan et al., 2007b), con objeto de evitar reacciones 

cruzadas, reduciendo así el número de falsos positivos (Bashiruddin et al., 1999). 

Los inconvenientes de esta técnica incluyen entre otros, el tiempo necesario para 

realizar la prueba, el coste de ésta, el hecho de que algunas veces aparecen falsos 

positivos por contaminación (Böse et al., 1995), la existencia de sustancias que inhiben 

la PCR al unirse a la polimerasa o bien al ADN molde, lo que puede originar falsos 

negativos (Alhassan et al., 2007b), así como el hecho de que el protocolo de la PCR 

debe de ser muy preciso, siendo en muchos casos más laborioso y complejo que los de 

otras técnicas tradicionales.  

 

El material biológico problema utilizado para esta prueba se obtiene 

fundamentalmente de biopsias ganglionares o sangre en el caso de T. equi y sangre en el 

de B. caballi.  

 

La técnica PCR convencional se emplea para la detección de estos parásitos 

(Bashiruddin et al., 1999; Alhassan et al., 2007b), así como otras variantes de esta 

técnica, entre las que cabe citar la PCR-RLB o Reverse Line Blotting (Gubbels et al., 

1999; Nagore et al., 2004; Adaszek et al.,  2011); la PCR anidada, también conocida 

como nested-PCR (Cacciò et al., 2000; Nikolaiewsky et al., 2001; Battsetseg et al., 
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2001; Rampersad et al., 2003; Baldani et al., 2008); la PCR-RFLP (Reacción en Cadena 

de la Polimerasa y análisis del Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de 

Restricción) que aplica enzimas de restricción (Cacciò et al., 2000; Nikolaiewsky et al., 

2001); la PCR múltiple o mPCR (Alhassan et al., 2005; Rüegg et al., 2007: Lobanov et 

al., 2018) y la PCR en tiempo real o RT-PCR (Ueti et al., 2003; Kim et al., 2008; 

Bhoora et al., 2010a; Jaffer et al., 2010; Peckle et al., 2013). Pero incluso existen 

combinaciones de ellas, como por ejemplo la PCR múltiple en tiempo real ó mRT-PCR 

(Heim et al., 2007).  

Con el desarrollo de todas estas variantes de PCR, se ha perseguido siempre una 

finalidad, que es aumentar la sensibilidad y especificidad de esta técnica (de Waal, 

2012). 

 

 2.6.2.3.1.- Principales variantes de la PCR 
 
    

A continuación, revisaremos brevemente algunos de estas variantes de PCR que 

se han empleado en el diagnóstico de las infecciones por T. equi y B. caballi. 

  

PCR y Reverse line Blotting (PCR-RLB) 

Es una técnica que combina la PCR y la hibridación con sondas de ADN. Esta 

técnica se basa en la hibridación de los productos de la PCR con una serie de 

oligonucleótidos especie-específicos o sondas marcadas con biotina y unidos 

covalentemente a una membrana de nitrocelulosa (Sparagano y Jongejan, 1999). 

Posteriormente, se visualizará la unión mediante la quimioluminiscencia, por lo que el 

producto PCR debe quedar unido a la sonda marcada con biotina. Al aplicarse un 

conjugado de peroxidasa-estreptavidina, que reaccionará con la biotina, se generará una 

luz azul que puede ser captada por una película de rayos X, por ello, la muestra que 

genere luz será considerada como positiva. Las regiones conservadas de los genes 

permiten el diseño de cebadores comunes a diferentes especies, y las regiones variables 

facilitan el diseño de sondas altamente específicas que no sólo permiten la 

diferenciación de especies, sino de variedades o cepas concretas (Medina, 2009; de 

Waal, 2012). 

Esta técnica fue aplicada por vez primera para detectar ADN de T. equi en la 

década de los ochenta (Posnett y Ambrosio, 1989) y para B. caballi, a principios de la 

década de los noventa (Posnett et al., 1991), pudiendo diagnosticarse la enfermedad 
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tanto en fase aguda como crónica, mostrándose de este modo, como una prueba muy 

específica y sensible (Figueroa y Buening, 1995). Posteriormente, Sahagun-Ruiz et al. 

(1997) desarrollaron sondas para B. caballi marcadas con biotina (con mayor estabilidad 

y resultados más rápidos) en lugar de las marcadas con radioisótopos (Posnett y 

Ambrosio, 1991). Esta técnica ha sido aplicada por diferentes autores en estudios 

epidemiológicos y análisis filogenéticos (Nagore et al., 2004; Bhoora et al., 2009). Se 

ha usado también para detectar piroplásmidos en garrapatas (Sparagano et al., 2000; 

Medina, 2009) y para determinar la efectividad de ciertos tratamientos piroplasmicidas 

(Butler et al., 2008). 

Esta prueba tiene una serie de ventajas, como por ejemplo que no se observan 

reacciones cruzadas (Posnett et al., 1991; Gubbels et al., 1999), que es útil para 

diagnosticar animales crónicos (Posnett et al., 1991; Nagore et al., 2004) y que permite 

realizar la detección simultánea de varios agentes patógenos (Gubbels et al., 1999), 

además de la diferenciación entre diferentes genotipos de estos parásitos (Nagore et al., 

2004). Pero también posee desventajas, como, por ejemplo, que es una técnica muy 

sensible a la calidad de los buffers empleados y la fuerza de la señal se debilita con usos 

sucesivos de la membrana de nitrocelulosa (Georges et al., 2006). 

 

PCR anidada o nested-PCR (nPCR) 

Es un tipo de PCR que se realiza en dos fases o rondas de amplificación 

consecutivas. La primera amplificación emplea unos cebadores extrínsecos o externos 

(outer) a la región de interés, para amplificar un producto de un determinado tamaño, el 

producto primario. Posteriormente, los productos obtenidos en esa primera 

amplificación se emplean como ADN molde y se someten a una segunda amplificación, 

empleando para ello unos cebadores internos o interiores (inner) que se localizan dentro 

de los productos PCR amplificados con cebadores externos (outer) utilizados en la 

primera PCR, de tal manera que se obtiene un producto de tamaño inferior al primero 

(Dieffenbach et al., 1993; Carr et al., 2010; Wanger et al., 2017). Gracias a esta segunda 

amplificación se aumenta fundamentalmente la sensibilidad, pero también la 

especificidad de la técnica. Esto último se debe a que se amplificarían sólo productos 

más específicos procedentes del material amplificado durante la primera fase y 

reduciendo así la aparición de fragmentos inespecíficos (Carr et al., 2010; Wanger et 

al., 2017). Esta técnica es especialmente útil para muestras que no poseen una gran 

calidad o bien con pocas copias de la secuencia que se quiere amplificar (Dieffenbach et 
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al., 1993), por lo tanto, es interesante su uso y especialmente efectivo para animales 

crónicos (Baldani et al., 2008). Para T. equi, esta técnica es capaz de detectar 6 células 

infectadas entre 108 eritrocitos, o lo que es lo mismo, detecta al parásito cuando existe 

una parasitemia en sangre de 0,000006% (Nikolaiewsky et al., 2001). El hecho de 

realizar una segunda amplificación permite la detección de más animales enfermos que 

con una PCR convencional, por lo tanto, la segunda amplificación hace que sea más 

efectiva la técnica (Rampersad et al., 2003). Cabe citar algunas desventajas de esta 

prueba como serían la aparición de falsos positivos debido a la contaminación y los 

mayores costes de ejecución (Leal et al., 2011). 

Si comparamos algunos tipos de PCR con la nPCR, como son la PCR 

convencional y la PCR múltiple (mPCR), podemos decir que estas últimas son más 

rápidas en el diagnóstico, pero la nPCR es más sensible, incluso cuando hay más riesgo 

de contaminación de las muestras (Nikolaiewsky et al., 2001; Baldani et al., 2008; 

Mahdy et al., 2016). Se ha demostrado que esta metodología (nPCR) detecta un 2,29% 

más de infecciones que la PCR convencional (Rampersad et al., 2003). Esta técnica 

puede aplicarse perfectamente para estudios filogenéticos, epidemiológicos o 

seguimiento de animales tratados (Nikolaiewsky et al., 2001), siendo así usada por 

diferentes autores (Baptista et al., 2013; Ayala-Valdovinos et al., 2014; Braga et al., 

2017; Sumbria et al., 2016a; Ayala-Valdovinos et al., 2017). 

 

PCR múltiple (mPCR) 

En este caso, se detectan fragmentos de diferentes genes de forma simultánea, 

utilizando varias parejas de cebadores, una para amplificar cada fragmento. En este tipo 

de PCR deben elegirse cebadores con temperaturas de hibridación similares y las 

longitudes de los diferentes productos amplificados no deberían diferir demasiado, para 

evitar amplificaciones desbalanceadas que suelen favorecer a la diana más corta. Por 

ello, es necesario ajustar experimentalmente los diferentes parámetros de la PCR 

(concentración de magnesio, cantidad de ADN polimerasa o la cantidad de cebadores 

empleados, así como su concentración) como indican Méndez-Álvarez y Pérez-Roth 

(2004).  

Si se quiere, incluso estos productos pueden hibridarse con una sonda específica 

con fines de verificación, aumentando así la sensibilidad y especificidad (Sumbria y 

Singla, 2015). 
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La técnica en sí ofrece ciertas desventajas, pues su eficacia podría depender de la 

presencia de uniones inespecíficas entre los cebadores (dímeros de cebadores) e incluso, 

de la existencia de una posible discriminación en la amplificación de los fragmentos 

más largos de ADN (Atlas y Bej, 1994). 

Las principales ventajas incluyen el hecho de que es un método que consume 

menos tiempo que una PCR anidada o la RLB (hibridación), es más barata, y sigue 

manteniendo una alta sensibilidad y muy buena especificidad (Alhassan et al., 2005). 

 

PCR en tiempo real (RT-PCR) 

En esta técnica, tanto la amplificación como la detección se producen 

simultáneamente. Empleando la detección por fluorescencia, se puede medir la cantidad 

de ADN sintetizado en cada momento de la amplificación, ya que la emisión de 

fluorescencia producida en la reacción es proporcional a la cantidad de ADN formado. 

Así se puede conocer y registrar en todo momento la cinética de la reacción de 

amplificación. Los termocicladores para llevar a cabo la RT-PCR incorporan un lector 

de fluorescencia y están diseñados para medir en cualquier momento la fluorescencia 

emitida por cada muestra. Los sistemas de detección por fluorescencia suelen ser sondas 

específicas marcadas con fluorocromos (Heid et al., 1996).  

Es una técnica que elimina algunos problemas de contaminación cruzada, 

además, permite cuantificar fácilmente el ADN del parásito de la muestra analizada (de 

Waal, 2012). Comparando esta técnica con la nPCR, tendría una sensibilidad y una 

especificidad del 100% (Kim et al., 2008). Es capaz de detectar cargas parasitarias muy 

bajas (1,5 parásitos/µl de sangre) y cuantificar el nivel de parásitos en la sangre 

periférica (Sumbria y Singla, 2015). Otra ventaja es que permite reducir el tiempo 

empleado en la prueba, ya que se emplean placas de 96 pocillos (Kim et al., 2008). Se 

considera incluso más sensible que la PCR-RLB (Bhoora et al., 2010a), además de que 

se reduce el riesgo de contaminación (Mackay, 2004). 

Por lo tanto, es una prueba altamente específica y sensible que no sólo se emplea 

para la detección de parásitos en sangre y su cuantificación (Kim et al., 2008; Jaffer et 

al., 2010), sino también para realizar estudios epidemiológicos (Peckle et al., 2013) y 

para la detección de estos protozoos en garrapatas (Ueti et al., 2003). 
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PCR múltiple en tiempo real (mRT-PCR) 

Como su propio nombre indica, consiste en realizar una PCR en tiempo real, 

pero empleando primers para un parásito y otro, simultáneamente. Tiene las ventajas de 

una RT-PCR y además permite distinguir si la parasitación es mixta o individual. Así, 

Heim et al. (2007), emplean primers para el gen EMA-1 diseñados por Ueti et al. (2003) 

y primers para el gen RAP-1 diseñados por ellos mismos. 

 

Amplificación isotérmica de forma cíclica (LAMP) 

Es un método que permite la amplificación de ADN de forma rápida (puede 

llegar a crear 109 copias de ADN en menos de una hora) y se produce en condiciones 

isotérmicas (a temperaturas de 60-65º) y sin la necesidad de emplear termocicladores. 

La ADN polimerasa que se utiliza no sólo polimeriza, sino que tiene una alta capacidad 

de desplazamiento de la cadena de ADN. Es necesario emplear un juego de cuatro 

cebadores que incluye una pareja de oligonucleótidos externos (outer) y otra de 

cebadores internos (inner). Este juego de cuatro oligonucleótidos reconoce un total de 

seis secuencias en el ADN diana. Cada cebador interno posee dos secuencias distintas 

que corresponden a las secuencias sentido y antisentido del ADN blanco, una para cebar 

en la primera etapa y otra para auto-cebarse en etapas posteriores. En el primer paso de 

la técnica se emplean los cuatro oligonucleótidos, pero tras completarse el primer ciclo, 

sólo se usan los cebadores internos para la síntesis del ADN. El uso de los cebadores 

internos así diseñados, permite la formación de un bucle (loop) de ADN que será la base 

para la segunda fase de amplificación de la técnica LAMP. Los productos se visualizan 

en un gel de agarosa como sucede con otros tipos de PCR. Parece que esta prueba posee 

una alta sensibilidad y especificidad (Notomi et al., 2000; Arroyo et al., 2008). 

Alhassan et al. (2007a) han empleado esta técnica para la detección de T. equi y 

B. caballi usando los genes EMA-1 y RAP-1, y han indicado que podría ser una prueba 

alternativa para la PCR estándar. Alhassan et al. (2007c) también demostraron que 

posee mayor sensibilidad y especificidad que la PCR, debido al uso de un mayor 

número de cebadores, que poseen 6 dianas en el ADN que se desea amplificar. Esta 

técnica podría utilizarse en países que contasen con pocos recursos por su simplicidad. 

Xie et al. (2013) sostienen que es una prueba muy específica que podría 

aplicarse a la detección de piroplásmidos en garrapatas y que posee una muy buena 

sensibilidad, pudiendo detectar 10pg/µl de ADN de T. equi. 



Revisión bibliográfica 
___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 

56 
 

PCR y análisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción 

(PCR-RFLP) 

 Tras la obtención por amplificación de los productos PCR, el ADN se puede 

cortar en diferentes fragmentos empleando los lugares específicos para las dianas de las 

endonucleasas de restricción de tipo II, lo cual tiene su uso como marcadores genéticos 

(sitios de restricción). Las endonucleasas de restricción reconocen una secuencia diana 

específica en la hebra de ADN, de forma que la escinden en fragmentos más cortos 

cuando encuentran tales dianas. Dichos fragmentos se separarán fácilmente por su 

tamaño molecular mediante una electroforesis en geles de agarosa o bien mediante 

electroforesis capilar. De esta forma, se puede observar un patrón polimórfico basado en 

las diferencias de los tamaños moleculares resultantes, conocido también como mapa de 

restricción (Calero, 2011), que tiene diferentes aplicaciones. Entre ellas se incluyen la 

de diferenciar distintas cepas de una misma especie o distinguir diferentes especies de 

protozoos, como sucede con las Babesias y Theilerias (Cacciò et al., 2000). 

La ventaja más destacable de esta técnica es que puede emplearse con ADN que 

se encuentre muy degradado. Tendría dos inconvenientes fundamentales, el tiempo 

necesario para desarrollar la prueba y el hecho de que necesita una gran cantidad de 

ADN purificado para llevarse a cabo (Bretagne et al., 1997). 

 

 

2.6.2.3.2.- Principales genes empleados en el diagnóstico molecular de la 

Piroplasmosis Equina 

  

Para realizar una PCR se debe amplificar un fragmento de ADN procedente de 

alguno de los genes presentes en el genoma del parásito. Así, los genes más empleados 

para el diagnóstico de la PE son: 18S rRNA y RAP-1 para B. caballi y para T. equi: 18S 

rRNA, EMA-1 y EMA-2. Aunque no son los únicos utilizados, como expondremos a 

continuación. 

 

Gen 18S rRNA  

Este gen (gen de la subunidad menor del ribosoma) está situado en el 

cromosoma 1 de T. equi (Kappmeyer et al., 2012) y muestra una secuencia altamente 

conservada (siendo análoga al gen 16S de los procariotas). Pero pese a ser un gen muy 

conservado, presenta regiones de su secuencia genéticamente variable. Así, se pueden 
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encontrar 9 segmentos altamente variables (V1-V9), siendo la región V4 la más variable 

de todas en los eucariotas y una de las más recomendadas para el diseño de cebadores 

que permitan el estudio de la diversidad en las diferentes especies (Hadziavdic et al., 

2014). Es, por ello, uno de los genes más empleados en clasificación taxonómica y 

análisis filogenéticos (Salim et al., 2010). Tanto es así, que el análisis de la secuencia 

genética del gen 18S rRNA permitió la reclasificación de B. equi en T. equi (Mehlhorn y 

Schein, 1998; Laha et al., 2015). Las zonas cercanas a las terminaciones 3´y 5´de su 

secuencia permiten el diseño de oligonucleótidos bastante adecuados para la PCR 

(Allsopp y Allsopp, 2006). Ha sido y es uno de los genes más empleados para PCR, 

como muestran diversos estudios realizados por diferentes autores. Por ello, se ha 

empleado tanto para estudios filogenéticos como para el diagnóstico de B. caballi 

(Nagore et al., 2004; Alhassan et al., 2005; Fritz, 2010; Kouam et al., 2010b; Butler et 

al., 2012; Gallusová et al., 2014) y de T. equi (Criado-Fornelio et al., 2003; Alhassan et 

al., 2005 ; Kim et al., 2008 ; Salim et al., 2008 ; Fritz, 2010; Sloboda et al., 2011; Seo et 

al., 2011; Ibrahim et al., 2011; Butler et al., 2012; Laus et al., 2013; Qablan et al., 2013; 

Alanazi et al., 2014; Abedi et al., 2014). 

 

Familia de genes EMA 

En relación a los genes de la familia EMA, se sabe que incluye 10 genes distintos 

situados en los cromosomas 1, 2 y 4 del parásito T. equi. Esta familia de genes codifica 

proteínas de superficie y, precisamente, debido a esta localización estarían sometidas a 

una intensa presión de selección. Por ello, resulta lógico pensar que las secuencias de 

los genes que las codifican posean gran heterogeneicidad molecular (Allsopp y Allsopp, 

2006). De todos los genes que forman parte de esta familiar, los más estudiados y 

empleados son los genes EMA-1, EMA-2 y EMA-3. 

El gen EMA-1, descrito como un gen de copia única (Kappmeyer et al., 1993; 

Knowles et al., 1997), codifica una proteína de 34 kDa situada en la superficie del 

merozoíto (Kappmeyer et al., 1993; Knowles et al., 1997; Kumar et al., 2004). Esta 

proteína parece ser que está conservada entre especies de Theilerias (Kappmeyer et al., 

1993) y se expresa sobre todo cuando el parásito está en la sangre del hospedador 

(Kappmeyer et al., 2012). Además, este gen se expresaría conjuntamente con el gen 

EMA-2 en la superficie del merozoíto cuando éste se encuentra fuera del glóbulo rojo. 

En cambio, no se expresarían durante todas las fases asexuales del desarrollo del 
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merozoíto en el interior del eritrocito, sólo en las fases más tempranas (Kumar et al., 

2004).  

La proteína codificada por el gen EMA-1 se emplea en el test cELISA como 

antígeno recombinante (Knowles et al., 1991b). Esta prueba ha sido usada por diversos 

autores (Sevinc et al., 2008; Bhoora et al., 2010b; Jaffer et al., 2010; Kouam et al., 

2010; Abutarbush et al., 2011; Mujica et al., 2011; Seo et al., 2011; García-Bocanegra 

et al., 2013; Rosales et al., 2013; Posada-Guzmán et al., 2015; Mahmoud et al., 2016; 

Camino et al., 2018; Lobanov et al., 2018). Pero esta proteína no sólo se emplea para el 

cELISA comercial, ya que otros investigadores la usan en protocolos, para cELISA, 

creados por ellos mismos (Baldani et al., 2011).  

La secuencia genética de este gen también se ha usado para realizar el diseño de 

cebadores de PCR (Nikolaiewsky et al., 2001; Battsetseg et al., 2001; Alhassan et al., 

2005; Alhassan et al., 2007b; Salim et al., 2008; Motloang et al., 2008; Baptista et al., 

2013). Según Bhoora et al. (2010a), su uso incrementaría la sensibilidad y especificidad 

de la PCR, mejorando la detección y diagnóstico de T. equi. 

 

El gen EMA-2, un gen de copia única, al igual que el gen EMA-1. Codifica la 

expresión de una proteína de 30kDa (Knowles et al., 1997; Kumar et al., 2004), que 

comparte una identidad del 52% en sus aminoácidos con la proteína EMA-1 (et al., 

1997). Sin embargo, los antígenos producidos por uno y otro gen no muestran una 

reacción cruzada (Kumar et al., 2004). El gen EMA-2 se expresa principalmente cuando 

el parásito se encuentra en las glándulas salivares de la garrapata (Kappmeyer et al., 

2012). Y parece que este gen podría ser también el responsable de la unión que se 

produce entre los glóbulos rojos parasitados (Kumar et al., 2004), alterando las 

proteínas del citoesqueleto del eritrocito y de la membrana, para así favorecer la 

adherencia entre estas células (Kumar et al., 2012) y el paso del parásito de un eritrocito 

a otro, aunque este hecho no está plenamente demostrado (Ikadai et al., 2006). 

El antígeno que produce el gen EMA-2 se ha empleado para el desarrollo de 

protocolos ELISA (Wang et al., 2014; Kamyingkird et al., 2014) y su secuencia 

genética para el diseño de cebadores de PCR (Alhassan et al., 2007b; Alhassan et al., 

2007c). 

 

Otro de los genes de la familia es el gen EMA-3. Se trata de un gen sin intrones, 

y la proteína que expresa aparece en la superficie del parásito y en el citoplasma o en la 
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membrana del eritrocito parasitado. Pero es verdad que aún no se conoce realmente la 

función de este gen y, por lo tanto, de las proteínas que expresa. Parece ser que su papel 

estaría relacionado con la supervivencia y la replicación de T. equi dentro de los 

hematíes (Ikadai et al., 2006).  

 

Gen RAP-1 ó BC48 

Otro de los genes más conocidos es el gen RAP-1 ó BC48, que codifica la 

Proteína-1 asociada a la roptria del parásito (Kappmeyer et al., 1999). Parece que este 

gen se sitúa en el cromosoma 3 de B. caballi (Ikadai et al., 2004), es multicopia y no 

posee intrones (Ikadai et al., 1999). La proteína codificada por dicho gen tendría 48 kDa 

(Heim et al., 2007). Esta familia de genes se encuentra en diferentes especies del género 

Babesia, que como nos indican Dalrymple et al. (1996), pueden distinguirse por el 

tamaño del producto amplificado tras realizar una PCR. Estos genes parecen jugar un 

papel esencial en la invasión y expansión en las células del hospedador por parte del 

parásito (Sam-Yellowe, 1996). Parece que las proteínas codificadas por los genes que 

forman parte de la familia RAP-1 son una de las dianas de unión de los anticuerpos que 

inhiben e intentan evitar la invasión de los merozoítos (Ikadai et al., 1999; Yokoyama et 

al., 2006). Por lo tanto, jugarían un papel muy importante en la respuesta inmune de los 

hospedadores vertebrados (Suarez et al., 2003). Podría ser uno de los genes más 

apropiados para la producción de vacunas contra B. caballi (Ikadai et al., 1999). Se ha 

empleado en diagnósticos mediante PCR (Alhassan et al., 2005; Alhassan et al., 2007c; 

Heim et al., 2007; Salim et al., 2008; Motloang et al., 2008; Bhoora et al., 2010b; 

Rapoport et al., 2014) e incluso para la creación de diferentes protocolos de ELISA 

(Ikadai et al., 2000; Wang et al., 2014; Kamyingkird et al., 2014) entre los que hay que 

destacar el cELISA (Kappmeyer et al., 1999). 

 

Otros genes menos empleados en el diagnóstico de los hemoparásitos B. caballi 

y T. equi son el gen de la β-tubulina y el gen Be82 (Te82): 

 

Gen de la β-tubulina 

Es un gen altamente conservado (Cacciò et al., 2000) que puede ser empleado en 

la detección molecular de los piroplásmidos, aunque es muy poca la información 

molecular disponible referida a B. caballi y T. equi. Es uno de los pocos genes de los 

Apicomplexa que posee uno o varios intrones (Cacciò et al., 2000; Zamoto et al., 2004). 
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Parece ser que la posición del primer intrón está conservada en todas las especies, lo que 

facilita el diseño de los primers en esta zona. Además, este intrón difiere en tamaño y 

secuencia entre especies, lo que tiene gran utilidad para el diseño de protocolos PCR 

específicos de especie, pudiéndose diferenciar los piroplásmidos de distintas especies, 

bien sea por el tamaño del producto PCR amplificado o a través del uso de enzimas de 

restricción en PCR-RFLP (Cacciò et al., 2000). De hecho, estos autores consiguen 

distinguir entre T. equi y B. caballi por la diferencia existente en la longitud del 

producto amplificado (menor en el caso de T. equi y mayor en el caso de B. caballi). De 

esta manera, a través de una sóla prueba, como es la nPCR, y sin necesidad de emplear 

oligonucleótidos específicos para cada hemoparásito, sino cebadores que co-amplifican 

ambas especies, se pueden identificar los dos parásitos (lo que es especialmente 

interesante en el caso de infecciones mixtas).  

Aunque algo más desconocido, también encontramos el gen Be82 (Te82) de T. 

equi (Alhassan et al., 2007b). Sin embargo, y como demuestran estos autores, parece 

dar peores resultados a la hora de utilizarlo con fines diagnósticos, pues los primers 

diseñados a partir de su secuencia detectaron menos animales positivos en dicho estudio 

que empleando cebadores para genes como el 18S rRNA, el EMA-1 o el EMA-2, 

resultado que podría justificarse porque este gen es muy desconocido y podría tener 

gran variabilidad genética. 

 

2.6.3.- Diagnóstico parasitológico indirecto 

 

Existen diferentes métodos de diagnóstico serológico, es decir, indirectos para la 

detección de anticuerpos frente a los piroplásmidos. Los más utilizados son la prueba 

IFI y la ELISA. 

 Los métodos indirectos son los de elección para la detección de portadores 

crónicos, utilizados especialmente cuando los animales son destinados a la exportación 

o importación. Las pruebas recomendadas para este fin en el manual de pruebas de 

diagnóstico y vacunas para los animales terrestres de la OIE, son la prueba ELISA y la 

técnica IFI, mientras que la Fijación de Complemento (RFC) se considera como una 

prueba de sustitución para las anteriores (OIE, 2014). 

 

 A continuación, pasamos a describir brevemente las técnicas más utilizadas en el 

diagnóstico serológico de la PE: 



  Revisión bibliográfica    

 

61 
 

2.6.3.1.- Reacción de Fijación de Complemento (RFC) 

 

Esta prueba fue la primera utilizada para la detección de anticuerpos frente a 

Babesia, pues ya Hirato et al. (1945) y Frerichs et al. (1969), demostraron la presencia 

de anticuerpos frente a B. caballi. También Dennig (1966) detectó anticuerpos frente a 

T. equi con esta misma técnica. Tanto Holbrook et al., (1972) como Stepanova y 

Petrovskii (1975) determinaron que era una técnica apropiada para el diagnóstico de la 

PE. Éste fue el primer método usado por algunos países como EEUU, para testar los 

équidos importados y determinar, en función de los resultados, si eran o no aptos para 

entrar en dicho país (Taylor et al., 1969). 

 

Consiste en la detección indirecta de anticuerpos (Ac) que puedan existir en el 

suero de los animales estudiados. Se emplean diferentes diluciones del suero problema 

(que oscilan normalmente entre 1:5 y 1:1280), las cuales se enfrentan al antígeno (Ag) 

bien de B. caballi o de T. equi, formándose así un inmunocomplejo (unión Ag-Ac), el 

cual activa el complemento, que se unirá a él. Se necesita además un sistema indicador 

(de tipo hemolítico) para detectar el complemento si éste no se ha unido a los 

inmunocomplejos. Para este fin, se usan los eritrocitos de una especie distinta, como por 

ejemplo de ovino. De esta manera, si hay complemento libre que no se fijó en la 

reacción, se lisarán las membranas celulares de los eritrocitos, indicando así que no hay 

Ac en el suero problema. Se considera positiva la dilución 1:5 (Bier et al., 1968; 

Brüning, 1996; Baldani et al., 2007).  

 

La fijación de complemento es considerada como una prueba muy específica 

para el diagnóstico de la piroplasmosis que puede detectar anticuerpos a partir del 

octavo día postinfección (Brüning, 1996), pero su principal inconveniente es la baja 

sensibilidad en comparación con la IFI (Donnelly et al., 1980a; Soulé et al., 1984; 

Tenter, 1986; Weiland, 1986; Tenter y Friedhoff, 1986; Heuchert et al., 1999), 

mostrando esta última títulos mayores de anticuerpos que los obtenidos por la RFC 

(Donnelly et al., 1980b; Kuttler et al., 1988a). Esta técnica no sólo tiene menos 

sensibilidad que la prueba IFI, sino también menos que el test ELISA (Böse y Peymann, 

1994; Kumar et al., 1997) o que la técnica PCR (Bashiruddin et al., 1999). Otros 

autores, en cambio, asemejan los resultados de sensibilidad y especificidad de la RFC a 

los obtenidos por IFI o ELISA (Baldani et al., 2007). 
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La RFC posee otros inconvenientes como, por ejemplo, las reacciones cruzadas 

entre los antígenos de ambos hemoparásitos e incluso la aparición de falsos positivos 

(Donnelly et al., 1980a, 1982; Friedhoff, 1982; Tenter y Friedhoff, 1986; Brüning, 

1996). En ciertas ocasiones, no es capaz de detectar todos los animales infectados 

(especialmente aquellos que han sido tratados) como nos indican Kuttler et al., (1988a), 

dándose, por lo tanto, numerosos falsos negativos sobre todo en casos crónicos 

(Knowles et al., 1992). La prueba RFC se basa en que las inmunoglobulinas fijen el 

complemento, siendo las inmunoglobulinas IgG3 las que poseen esta capacidad, pero no 

las IgG5 (antes IgGT), prevalenciendo esta últimas en el suero mucho más tiempo que 

las IgG3, que desaparecerían más rápidamente. Este fenómeno explicaría que la 

reacción de fijación de complemento no sea tan efectiva en ciertos casos, como por 

ejemplo sucede con los animales crónicos (McGuire et al., 1971). Weiland (1986) 

señala que la RFC detecta un tipo de anticuerpo que desciende en el suero de una 

manera más rápida en el caso de B. caballi que para T. equi, y por ello, ciertos animales 

resultan seropositivos frente a B. caballi hasta 13 meses o más postinfección, pero 

animales infectados con T. equi muestran dichos anticuerpos hasta 24 meses o más 

después de ser infectados (Donelly et al., 1980b; Joyner et al., 1981; Friedhoff, 1982; 

Weiland et al., 1984). 

Esta metodología no se recomienda para evaluar resultados de vacunaciones o 

tratamientos (Musoke et al., 1997). La RFC presenta otros inconvenientes, ya que se 

necesita gran cantidad de antígeno preparado a partir de sangre de caballos infectados, 

siendo además cara y laboriosa (Brüning, 1996; Sugimoto et al., 1997).  

 

Debido a todos estos inconvenientes, hoy en día es una técnica que apenas se 

está empleando para el diagnóstico o para realizar estudios epidemiológicos. 

 

2.6.3.2.- Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) 

 

 Esta técnica se aplica para la detección de Babesias y Theilerias prácticamente 

en todas las especies animales e incluso en humana.  

 Básicamente, consiste en la detección en suero de los anticuerpos específicos, de 

tal manera que el antígeno (merozoítos intraeritrocitarios) se fija a un portaobjetos y 

ambos (suero y antígeno) se enfrentarán, formándose en caso de seropositividad 

inmunocomplejos antígeno-anticuerpo (Ag-Ac). Posteriormente, se añadirán 
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antiinmunoglobulinas marcadas con un fluorocromo que suele ser isotiacianato de 

fluoresceína, que se unirá al complejo Ag-Ac, visualizándose el resultado al 

microscopio de epifluorescencia (De Vos y Jorgensen, 1991). Se emplean diluciones de 

los sueros que oscilan entre 1:80 y 1:1280. Un título igual o superior a 1:80 se considera 

positivo (Brüning, 1996). Normalmente, el antígeno suele obtenerse de caballos 

infectados y esplenectomizados, con parasitemias que rondan el 3% o son incluso 

superiores (Camacho et al., 2005). 

Esta prueba se empleó por primera vez en 1964 (Ristic et al., 1964; Ristic y 

Sibinovic, 1964) para el diagnóstico de la PE y se ha utilizado desde hace décadas para 

el diagnóstico diferencial entre T. equi y B. caballi, pues Madden y Holbrook en 1968 

determinaron que era una prueba especie-específica. Los anticuerpos producidos por el 

animal son detectados unos 3-20 días tras la infección (Weiland, 1986) y pueden ser 

detectados por IFI durante largos 

períodos de tiempo. En el caso de T. 

equi, el animal será portador 

prácticamente de por vida y los 

anticuerpos persistirán, aunque los 

títulos desciendan. En el caso de B. 

caballi, el parásito puede 

desaparecer del torrente circulatorio 

del individuo y los anticuerpos 

detectables por los métodos 

serológicos convencionales, por lo 

tanto, también. 

La técnica IFI permite el diagnóstico de piroplasmosis agudas y crónicas, 

resultando especialmente útil para la detección de portadores crónicos, realización de 

estudios seroepidemiológicos y ensayos de inmunización, pues tiene una alta 

sensibilidad al detectar anticuerpos de larga duración (Ristic et al., 1964; Kuttler et al., 

1986; de Waal et al., 1988). Para Rosales (1989), esta prueba no sólo sería básica para 

emplearla en los programas de vigilancia epidemiológica, sino para programas de 

control o erradicación de la PE.  

 

 Es un método diagnóstico más sensible que la observación microscópica de 

extensiones de sangre (Olsen y Steven, 1983) y más específica y sensible que la prueba 

FIGURA 8: Seropositividad a T. equi por 

Inmunofluorescencia Indirecta (Dilución 1:1280) 
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RFC (Brüning, 1996; Heuchert et al., 1999). Otros indican que su especificidad es 

similar a la de la RFC, aunque su sensibilidad es mayor (Huang et al., 2006a; Ogunremi 

et al., 2007, 2008). Algunos autores han determinado que es una prueba menos sensible 

y específica que el test ELISA (Knowles et al., 1991b; Kumar et al., 2003).  

Posee ciertos inconvenientes, pues pueden darse reacciones cruzadas (Tenter y 

Friedhoff, 1986; Weiland, 1986; Böse y Peymann, 1994) e incluso algún falso positivo 

(Heuchert et al., 1999; Xuan et al., 2001a). Una reacción positiva fuerte se reconoce 

fácilmente, pero resulta más complicado diferenciar un positivo débil de un negativo, 

por ello, se requiere gran experiencia de lectura. Además, el resultado puede verse 

influenciado por el juicio subjetivo de quien realiza la lectura (OIE, 2014) o por la fatiga 

que genera la observación microscópica (Böse et al., 1995).  

Pese a estos inconvenientes, es una prueba recomendada por la OIE para la 

detección de esta enfermedad (OIE, 2014). 
 

2.6.3.3.- Técnica inmunoenzimática (ELISA) 

 

Esta prueba diagnóstica se basa en la detección de la unión antígeno-anticuerpo 

(complejo Ag-Ac) mediante la medición de la reacción colorimétrica producida por la 

actividad de una enzima sobre su substrato específico unido a dicho complejo Ag-Ac. 

Esta técnica puede ser empleada para detectar y cuantificar la presencia de antígenos 

(métodos directos) o la de anticuerpos (métodos indirectos) (Quintero-Ronderos et al., 

2013). 

La técnica ELISA fue probada por primera vez para el diagnóstico de la PE por 

Gotz (1982), mostrando una mayor sensibilidad comparada con la RFC, detectando 

anticuerpos incluso 2 días post infección (Brüning, 1996). Sin embargo, esta técnica era 

poco específica, pues aparecían reacciones cruzadas y así lo demostraron distintos 

estudios (Gotz, 1982; Merkle, 1983; Weiland, 1986; Böse y Peymann, 1994; Böse et al., 

1995; Bruning, 1996). Esta baja especificidad se debía al uso de antígeno preparado a 

partir de lisados de eritrocitos infectados (antígeno somático), lo que produjo además 

otros problemas, pues se debía obtener una gran cantidad de antígeno obtenido a partir 

de sangre con una elevada parasitemia y, en consecuencia, gran cantidad de glóbulos 

rojos del hospedador. Esto generaba por un lado una intensa reacción de fondo en las 

placas de ELISA y, por otro, la existencia de las reacciones cruzadas ya mencionadas. A 

pesar de ello, algunos investigadores han seguido usando este método de obtención de 
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antígeno, es decir, a partir de lisados de eritrocitos infectados (Baldani et al., 2004; 

Braga et al., 2017). 

Zwart y Brocklesby (1979) indicaron que la manera de preparar el antígeno de 

Babesia era muy importante y afectaba a la especificidad y, por tanto, podía originar la 

aparición de reacciones cruzadas. Por ello, y debido a la existencia de estos problemas, 

comenzó a producirse antígeno mediante la técnica del ADN recombinante, que posee 

las siguientes ventajas: dicho antígeno no posee proteínas procedentes del hospedador, 

su fabricación es relativamente barata y es mínima la variación existente entre un lote y 

otro de antígeno, por lo que es un producto muy homogéneo (Böse et al., 1995). De este 

modo, se evitan las reacciones cruzadas (Sugimoto et al., 1998) y no se emplean 

animales infectados para su producción, permitiéndonos tener una fuente constante de 

antígeno (OIE, 2014).  

Los antígenos usados para la fabricación de las proteínas tenían que ser especie-

específicos para elevar la especificidad de la prueba, además de que debían ser comunes 

y estar conservados entre las cepas de diferentes puntos geográficos. De esta manera, se 

detectaron diferentes proteínas de B. caballi, con un peso molecular entre 30 y 141 kDa, 

que podían ser útiles en su diagnóstico. Se constató que las proteínas de 48 y 50 kDa 

eran adecuadas para pruebas inmunodiagnósticas y las de peso molecular de 49 y 70 

kDa, producidas por los merozoítos de B. caballi, eran muy inmunogénicas y 

específicas y, por tanto, ideales para los ELISA indirectos (Brüning, 1996). 

Para T. equi también se estudió la existencia de estas proteínas especie-

específicas, descubriéndose una serie de ellas gracias a las investigaciones de diferentes 

autores (Knowles et al., 1991a; Ali et al., 1993; Böse y Hentrich, 1994). De este modo, 

la proteína con un peso molecular de 34 kDa, sintetizada a partir del gen EMA-1, se 

mostraba como una de las más idóneas para realizar la ELISA, pues era reconocida por 

anticuerpos presentes en el suero de caballos infectados natural y experimentalmente en 

diferentes países. Parecía ser idónea para emplearse como antígeno para el ELISA 

indirecto (Brüning, 1996). Baldani et al. (2011) también determinaron que la proteína 

de 34 kDa expresada por este gen parecía ser muy adecuada para el serodiagnóstico de 

este parásito. 

A principios de la década de los años noventa del siglo XX, Knowles et al. 

(1991a, 1991b) diseñaron una prueba cELISA (competitive enzime-linked 

immunosorbent assay) para el diagnóstico de T. equi utilizando anticuerpos 

monoclonales. En esta variante de la técnica ELISA, los anticuerpos del suero problema 
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debían competir con los anticuerpos monoclonales específicos (diseñados en 

laboratorio) para unirse al antígeno (proteína expresada por el gen EMA-1). 

Posteriormente, esta prueba fue optimizada (Knowles et al., 1992) empleando proteínas 

recombinantes producidas igualmente a partir del gen EMA-1. La validación de esta 

técnica se realizó comparando los resultados de muestras testadas por la cELISA y por 

la IFI. Así, se demostró la existencia de una concordancia entre ambas técnicas del 

95,7% en muestras procedentes de Israel (Shkap et al., 1998) y del 91% en muestras de 

Marruecos (Rhalem et al., 2.001). 

También se trató de estandarizar esta prueba (cELISA) para el diagnóstico de B. 

caballi, empleando igualmente anticuerpos monoclonales (que parecían ser apropiados 

para la detección de este parásito, como ya probaron Brüning et al. en 1997) y usando 

como antígeno proteínas recombinantes expresadas por el gen RAP-1, demostrándose 

así una mayor especificidad y sensibilidad (Kappmeyer et al., 1999). 

Según algunos estudios, la técnica ELISA competitiva ha demostrado tener una 

mayor especificidad que la IFI o la ELISA indirecta (Knowles et al., 1991b, 1992; 

Shkap et al., 1998; Kappmeyer et al., 1999; Katz et al., 2000; Xuan et al., 2002). 

Otros autores han diseñado protocolos distintos, por ejemplo, Böse et al. (1994), 

estandarizaron un ELISA no competitivo para B. caballi que posteriormente 

modificaron ligeramente (Böse y Peymann, 1994). Parece que esta prueba funcionaba 

bastante bien al emplear antígenos de 48 kDa y 50 kDa, aunque el antígeno utilizado era 

crudo y provocaba reacciones cruzadas. Ikadai et al. (2000) trabajaron con una técnica 

ELISA que empleaba una proteína recombinante de 48 kilodalton de las roptrias de B. 

caballi, obtenida con un vector de expresión, el pGEX4T, en E. coli.   

Xuan et al. (2001b), desarrollan otro protocolo de trabajo con el gen EMA-1 tras 

la obtención de proteínas mediante un baculovirus. 

El gen EMA-1 es de los más 

conocidos, pero el gen EMA-2 también 

se utiliza, pues codifica una proteína 

que puede emplearse fácilmente en la 

realización de pruebas ELISA, como 

lo confirmaron Tanaka et al. (1999), 

Huang et al. (2003) y Kumar et al. 

(2013). FIGURA 9: Placa de cELISA lista para la lectura 
cromatográfica 
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Esta técnica también fue desarrollada usando la proteína codificada por el gen 

Be82 (Hirata et al., 2002), clonada en E. coli, de tal manera que la proteína de 82kDa 

obtenida sería un antígeno específico de T. equi. Estos autores mejoraron su protocolo 

en 2003, para evitar la existencia de reacciones cruzadas con B. caballi (Hirata et al., 

2003). 

 

La técnica ELISA es bastante sensible y económica, también más específica que 

la RFC y posee una mayor sensibilidad en el diagnóstico de animales infectados 

(Brüning, 1996), detectando seropositividad tan pronto o antes que la fijación de 

complemento (OIE, 2014). 

Posee ciertas ventajas con respecto a la prueba IFI. En primer lugar, la 

objetividad del diagnóstico, pues se realiza a través de colorímetro y permite 

automatización. En consecuencia, se puede procesar un mayor número de muestras 

(Böse et al., 1995). Cuando se emplean antígenos recombinantes, éstos son más fáciles 

de almacenar, cultivar, extraer o purificar que los antígenos empleados en la IFI (Huang 

et al., 2006a). La eficacia de expresión de los antígenos, sobre todo en E. coli (aunque 

también se puede emplear baculovirus como lo hacen Tanaka et al., 1999 y Xuan et al., 

2001b), permite que la prueba sea más económica y factible para la producción a gran 

escala de antígeno y una posterior comercialización, permitiendo de este modo, una 

estandarización en el diagnóstico de ambos hemoparásitos (Huang et al., 2006a). Es una 

metodología más o menos barata, que permite el diagnóstico de gran número de 

muestras y es apta para emplear donde la infraestructura para la realización de pruebas 

moleculares no existe (Mans et al., 2015). 

Algunos autores consideran que esta metodología presenta una sensibilidad 

comparable con la de IFI y resulta útil para el diagnóstico de casos clínicos y caballos 

asintomáticos (Salim et al., 2008; Jaffer et al., 2010). Esta técnica se ha convertido en 

una de las recomendadas por la OIE para permitir el movimiento de los équidos de un 

país a otro, incluso podría reeemplazar a la IFI (OIE, 2014). Actualmente, se está 

empleando con frecuencia para realizar chequeos seroepidemiológicos, ya que ha 

demostrado ser efectiva en diferentes puntos de la geografía mundial (Kappmeyer et al., 

1999; García-Bocanegra et al., 2013; Sevinc et al., 2008; Jaffer et al., 2010; Kouam et 

al., 2010a; Abutarbush et al., 2011; Seo et al., 2011; Rosales et al., 2013; Rapoport et 

al., 2014). Según estudios de Knowles et al. (1997), el grado de diversidad entre los 

genes EMA-1 de diferentes cepas (provenientes de Marruecos, Brasil y Florida) sería 
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muy bajo, optándose por dicho gen para diseñar el cELISA. Además, los niveles de 

anticuerpos específicos producidos por los animales frente a las proteínas expresadas 

por los genes EMA son muy altos, facilitando de este modo el diagnóstico. Todo ello 

viene sustentado por los resultados obtenidos por Xuan et al. (2001b), quienes 

confirman la alta homología encontrada entre 19 cepas procedentes de diferentes países. 

Sin embargo, otros estudios indicaron que esta técnica (cELISA) no es 

totalmente fiable en el diagnóstico de B. caballi. Autores como Bhoora et al. (2010b) y 

Rapoport et al. (2014), han demostrado la poca eficacia que posee para detectar cepas 

sudafricanas e israelíes, respectivamente. El argumento de estos autores se fundamenta 

en la heterogeneidad en el gen RAP-1 en el cual se basa esta prueba serológica.  

 

2.6.3.4.- Test de Aglutinación en Látex (LAT) 

 

 Hoy en día, esta prueba se está empleando para la detección de T. equi utilizando 

antígenos recombinantes de merozoítos de este parásito, en concreto el EMA-1. Este 

antígeno se fija a partículas de látex y cuando el suero es positivo se produce la 

aglutinación. Se enfrentan al antígeno una serie de diluciones del suero problema, desde 

1:4 hasta 1:128, considerándose positivo cuando la aglutinación se observa a simple 

vista en la dilución 1:4 o superior. La reacción se lleva a cabo sobre portaobjetos (Xuan 

et al., 2001a). 

Según Xuan et al. (2001a), este método es una alternativa simple, rápida, 

sensible, específica y no más cara que las técnicas IFI o ELISA para la detección de 

anticuerpos frente a T. equi. Este test parece que puede ser usado con éxito en 

situaciones en las que el tiempo, el equipamiento y la tecnología requerida para un IFI o 

un ELISA no están disponibles. 

Sus resultados son muy similares a los obtenidos empleando las pruebas 

anteriormente citadas, siendo incluso en algunas ocasiones más fiables. 

 

2.6.3.5.- Western blot o Inmunoblot (WB) 

 

Es un método que permite la sepación y aislamiento de proteínas específicas del 

agente causal de la enfermedad, que servirán para detectar anticuerpos presentes en un 

suero problema. Las proteínas (antígenos) se separan mediante una electroforesis 

empleando geles de poliacrilamida. Posteriormente, se produce una transferencia de 
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dichas proteínas a un soporte sólido, que suele ser una membrana de nitrocelulosa y se 

enfrentan a los sueros problema, pudiendo producirse la unión entre el antígeno y los 

anticuerpos. El complejo antígeno-anticuerpo se podrá evidenciar por actividad 

enzimática o incluso por fluorescencia (UBA, 2010). Böse y Daemen (1992) y Samuel 

et al. (1999) fueron de los primeros autores que aplicaron esta técnica a la detección de 

B. caballi y T. equi, respectivamente. 

Es una técnica muy específica, incluso más que la ELISA (Böse y Daemen, 

1992), que se puede aplicar para el diagnóstico de la PE (Böse y Peymann, 1994), 

siendo especialmente válida para determinar qué antígenos muy conservados son útiles 

para emplearlos en la detección de la infección (Böse et al., 1994). Por ello, sirve de 

ayuda para el desarrollo de ciertas pruebas diagnósticas como por ejemplo la técnica 

ELISA. Entre los autores que emplean el WB para el desarrollo de técnicas diagnósticas 

para piroplásmidos, encontramos a Brüning et al. (1997), Huang et al. (2003) y Baldani 

et al. (2011). 

Es una prueba más específica que la cELISA y la RFC cuando se intenta 

determinar la respuesta a un tratamiento contra B. caballi, pues detecta anticuerpos 

específicos durante un período más largo que la técnica cELISA (Schwint et al., 2009). 

El Servicio Diagnóstico Veterinario Nacional de Ames, en Iowa, ha ofrecido 

esta prueba por parte de sus laboratorios, para la detección de B. caballi, estudiando la 

validación de este test para el uso diagnóstico de forma rutinaria (Wise et al., 2013). 

 

2.6.3.6.- Inmunocromatografía (ICT) 

 

Se basa en la migración de la muestra de suero a través de una membrana de 

nitrocelulosa, de manera que esta técnica inmunológica permite visualizar la reacción 

antígeno-anticuerpo por la acumulación del oro coloidal del conjugado en las zonas 

específicas de la membrana de nitrocelulosa donde se han fijado previamente antígenos 

recombinantes (Escalante et al., 2001). La muestra de suero se debe añadir a la 

membrana de nitrocelulosa (que puede estar cortada en forma de tiras), de tal forma que 

migra por capilaridad hacia la zona donde se encuentran los antígenos recombinantes 

específicos del parásito o parásitos a detectar, conjugados con partículas de oro coloidal. 

Si la muestra contiene anticuerpos, éstos se unirán al conjugado formando un complejo 

antígeno-anticuerpo que seguirá migrando a través de la tira, hasta llegar a una zona 

donde hay antígenos recombinantes específicos sin conjugar, que se unirán a este 
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complejo (en el caso de que se haya formado), evidenciándose una línea que se ve a 

simple vista. Si la muestra problema es negativa, esta línea no aparecerá. Es una 

metodología rápida, ya que en unos pocos minutos se obtiene el resultado. No necesita 

un equipo especial para llevarse a cabo y puede emplearse fácilmente en campo (Huang 

et al., 2006). 

Esta prueba sería capaz de detectar inmunoglobulinas de diferentes tipos, como, 

por ejemplo, IgG, IgM o IgA a la vez y se puede desarrollar para la detección de un 

único hemoparásito, como sucede con T. equi empleando el antígeno EMA-2 (Huang et 

al., 2004) o se puede utilizar para el diagnóstico de ambos parásitos simultáneamente, 

usando los antígenos EMA-2 y BC48, éste último para detectar B. caballi (Huang et al., 

2006). Muestra una alta sensibilidad y especificidad, detectando anticuerpos a los cuatro 

días postinfección (Huang et al., 2004). La sensibilidad para detectar ambos parásitos 

sería similar a la de la prueba ELISA, y la especificidad para T. equi también sería 

similar a la de la ELISA, pero para B. caballi sería algo inferior, necesitándose una 

mejora en este sentido. Se ha observado también inespecificidad debida, quizás, a 

reacciones cruzadas (Huang et al., 2006b).  

 

Según Brüning (1996), la mejor prueba diagnóstica es aquella que tenga 

sensibilidad suficiente para una detección temprana de infecciones agudas y para la 

detección de animales crónicos. Tendría que ser muy específica para la diferenciación 

de ambos piroplásmidos y, además, económica en cuanto a tiempo de ejecución y 

dinero. Por tanto, aún no se ha llegado a diseñar esta prueba que denominan “gold”, por 

lo que hay autores que indican que la mejor forma de diagnosticar la PE, tanto para 

casos clínicos como para la realización de estudios epidemiológicos, es combinar 

métodos serológicos con los moleculares (Grause et al., 2013). 

 

2.6.4.- Diagnóstico diferencial 
 

 Existe un gran número de procesos infectocontagiosos que cursan con 

sintomatología muy similar a la de la piroplasmosis y con la que clínicamente podemos 

confundir, por ello, deberemos realizar un diagnóstico que nos permita diferenciar una 

babesiosis/theileriosis de enfermedades causadas por virus, bacterias y protozoos, entre 

las cuales se encuentran: 
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- Anemia Infecciosa Equina: proceso descrito por primera vez por Lignée en 

1843, en Francia. Es causado por un virus ARN de la familia Retroviridae. Es 

una enfermedad infecciosa, que afecta únicamente a miembros de la familia 

Equidae y que se desarrolla con un curso crónico. Su transmisión se realiza 

mediante mosquitos (Anopheles), tábanos, moscas de los establos (Stomoxys) u 

otros múscidos. La transmisión puede ser horizontal o vertical. Incluso a través 

de agujas contaminadas. Los síntomas desarrollados son fiebre intermitente, 

depresión, pérdida de peso, sudoración, poliuria, edemas e incluso diarreas y 

ataxia, desarrollando también anemia (Benavides y Rodríguez, 2009; González, 

2011). 

 

- Peste Equina: Enfermedad causada por un virus de la familia Reoviridae y 

transmitido principalmente por mosquitos del género Culicoides. Puede cursar 

de forma hiperaguda (hipertermia, taquipnea y disnea), de forma subaguda 

(hipertermia, inflamaciones edematosas en párpados, que se propagan desde la 

cabeza hacia el pecho, sobreviniendo la muerte por insuficiencia cardíaca) y de 

forma respiratoria aguda (apareciendo hipertermia, tos, disnea y/o edema 

pulmonar). Algunas veces aparecen formas mixtas y rara vez cursa en forma 

nerviosa (CFSPH, 2006). 

  

- Anaplasmosis: Existen dos especies de rickettsias diferentes que causan la 

anaplasmosis equina: Anaplasma phagocytophilum, antes Ehrlichia equi 

(Stannard et al., 1969) que provoca la antes denominada ehrlichiosis 

granulocítica equina y Neorickettsia risttici, antes Ehrlichia risticii (descubierta 

en 1979 en Maryland, EEUU e identificada como tal en 1984) que produce la 

ehrliquiosis monocítica equina. 

La ehrlichiosis granulocítica equina cursa con síntomas tales como 

fiebre, anorexia, edemas, petequias ictericia o ataxia, junto con cambios 

hematológicos: anemia transitoria, leucopenia y trombocitopenia. La aparición 

de los casos se limita a los meses de otoño, invierno y primavera, y es 

vehiculada por garrapatas. Los vectores en EEUU son garrapatas del género 

Ixodes: pacificus y scapularis. 

Neorickettsia risttici provoca una patología caracterizada por fiebre, 

anorexia, deshidratación, leucopenia, edemas, cólicos, diarrea acuosa y laminitis. 
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Además, presenta una marcada leucopenia, fundamentalmente una linfopenia. Es 

una enfermedad infecciosa transmitida por garrapatas que suelen aparecer entre 

los meses de junio y septiembre. Neorickettsia risttici puede transmitirse 

transplacentariamente al feto si las madres se infectan durante la gestación, 

citándose numerosos casos de abortos a término (Moreno, 2003; Benavides y 

Rodríguez, 2009). 

 

- Leptospirosis: Esta enfermedad es producida por la bacteria Leptospira 

interrogans, siendo la serovariedad L. bratislava la más adaptada a los équidos. 

El curso de esta enfermedad puede ser agudo, subagudo o crónico. En los 

équidos aparece sintomatología caracterizada por un síndrome febril, septicemia, 

anorexia, ictericia, hematuria, abortos y uveítis periódica. Su transmisión se 

realiza mediante el contacto directo con la orina de animales infectados o por el 

contacto con material contaminado con dicha excreción (Blood et al., 1982; 

Turk et al., 2013). 

 
- Tripanosomosis: Trypanosoma evansi y Trypanosoma equiperdum son dos de 

los protozoos flagelados responsables de la tripanosomosis equina. La 

transmisión de Trypanosoma evansi se atribuye a insectos hematófagos como los 

tábanos y otras moscas. Este proceso cursa con fiebre, anemia, caquexia, 

esplenomegalia, edemas, aumento de tamaño de los nódulos linfáticos y 

ocasionalmente, trastornos de locomoción. Esta enfermedad se caracteriza por su 

curso crónico, presenta una alta mortalidad y causa considerables pérdidas 

económicas en la industria ganadera de países tropicales y subtropicales 

(Monzón et al., 1995; Benavides y Rodríguez, 2009). 

Trypanosoma equiperdum se transmite por el coito y no a través de vectores. 

Además, no se multiplica en la sangre sino en el sistema linfático. Cursa con 

fiebre leve, inflamación edematosa de los genitales externos, lesiones cutáneas y 

en las mucosas, así como parálisis (Benavides y Rodríguez, 2009). 
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2.7.- Vectores potenciales de Piroplasmosis Equina en España 
 

 Los Ixódidos (garrapatas duras) son los artrópodos vectores de la PE en nuestro 

país. Estos vectores pertenecen al orden Acari. Presentan un cuerpo recubierto de 

quitina, con un escudo dorsal completo en los machos, que sólo ocupa la región anterior 

del dorso en las hembras. Son varias las especies de Ixódidos o garrapatas duras los 

vectores potenciales de la babesiosis y theileriosis equinas, así, principalmente en 

nuestro país debemos tener en cuenta a: Dermacentor marginatus, Rhipicephalus bursa, 

Hyalomma marginatum marginatum así, como a Hyalomma lusitanicum.  

De entre todas las clasificaciones de ixodidos, la más aceptada es la descripción 

taxonómica propuesta por Hoogstraal y Aeschlimann (1982), que además es recogida 

por la FAO. A continuación, se muestra dicha clasificación para las especies más 

importantes identificadas en España (Habela et al., 2005b, Montes et al., 2007). 

 

Phylum Arthropoda (Siebold y Stanius, 1845) 

       Clase Arachnida (Lamarck, 1817) 

              Orden Acari (Nitzsh, 1818) 

                     Suborden Metastigmata (Leach, 1815) 

                 Superfamilia Ixodoidea (Banks, 1894) 

             Familia Ixodidae (Murray, 1877) 

                    Subfamilia Hyalomminae (Hoogstraal, 1956) 

                           Género Hyalomma (Koch, 1844) 

                                  Especie H. marginatum marginatum (Koch, 1844) 

                        Especie H. lusitanicum (Koch, 1844) 

                                           Subfamilia Rhipicephalinae (Salmon y Stiles, 1901) 

                                                  Género Rhipicephalus (Koch, 1844) 

                                                         Especie R. bursa (Canestrini y Fanzago, 1877) 

                                                  Género Dermacentor (Koch, 1844) 

                                                         Especie D. marginatus (Sulzer, 1776) 

 

Explicamos a continuación las características morfológicas más importantes de 

los géneros y especies de garrapatas de interés en nuestro país: 
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  2.7.1.- Género Dermacentor 

 

Podemos destacar de su morfología la presencia de un rostro corto con palpos 

mazudos y base del capítulo rectangular. Su escudo es bicolor sobre el que aparecen 

surcos marcados. Los machos no poseen placas ventrales (Gil et al., 1979; Travassos, 

1994; Habela et al., 1998b). 

 

Dermacentor marginatus 

De las especies incluidas en este género, destacamos ésta debido a que es la que 

posee mayor difusión por todo el Sur de la Península. Es una garrapata que parasita una 

amplia gama de hospedadores, entre los que se incluye a los animales domésticos y gran 

parte de los silvestres (Rubel et al., 2016). 

Es una especie con ciclo trifásico y carácter ditrópico. Las formas inmaduras son 

endófilas puesto que parasitan a micromamíferos, y las formas adultas son exófilas, ya 

que están adaptadas a animales superiores. Los estadios inmaduros se alimentan 

principalmente en las regiones de la cara y la nuca de équidos y en las orejas de 

pequeños hospedadores silvestres (Moreno, 1995). Los adultos se fijan preferentemente 

en la zona de la frente, nuca, crinera y espalda (Kadulski, 1975).  

La capacidad vectorial de esta especie está relacionada con la transmisión de B. 

caballi y T. equi a los équidos y con algunas Rickettsias (Habela et al., 1998b). 

 

        

  

 

       

FIGURA 10: Vista dorsal de una hembra de  

D. marginatus 

 

FIGURA 11: Vista dorsal de un macho de  

D. marginatus 
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2.7.2.- Género Hyalomma 

 

Morfológicamente, podemos describir este género como individuos de rostro 

largo y rectilíneo, con ojos salientes situados en una pequeña órbita o depresión del 

escudo. Sus patas no poseen una coloración uniforme. Los machos presentan placas 

anales, adanales y postanales en la cara ventral (Travassos, 1994; Gil et al., 1979; 

Habela et al., 1998b). Estas garrapatas son fundamentalmente desertícolas y se 

extienden por el Sur de la Península, estando activas durante la primavera y buena parte 

del verano (Estrada-Peña, 1994). 

 

Hyalomma marginatum marginatum  

 Está presente prácticamente en toda España, salvando quizás, las regiones del 

norte (Habela et al., 2005b). Es una garrapata que se comporta generalmente como 

difásica. Es endo/exofílica y mono/ditrópica. Los hospedadores principales son los 

micromamíferos, lepóridos, aves y reptiles fundamentalmente para las formas 

inmaduras, siendo los grandes mamíferos como es el caso de los équidos, los 

hospedadores de las formas adultas (Habela et al., 1998b). Al ser una especie 

desertícola, los adultos aparecen principalmente durante la primavera y el verano 

(Caeiro, 1992; Estrada-Peña, 1994). 

Los lugares de fijación varían, pero tienden a aparecen en la zona caudal y 

medial de las extremidades posteriores, por encima de los corvejones y en la zona 

inguinal y perineal (Ouhelli et al., 1985; Yousfi-Monod y Aeschlimann, 1986). 

 Este ixódido está relacionada con la transmisión de T. equi y/o B. caballi 

(Habela et al., 1998b). 

        

FIGURA 12: Vista dorsal de una hembra de  

H. m. marginatum 

 

FIGURA 13: Vista dorsal de un macho de  

H. m. marginatum 
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     Hyalomma lusitanicum 

Aparece por toda la Península Ibérica, pues posee un alto grado de adaptación al 

clima y la vegetación de tipo mediterráneo. Se trata de una especie trifásica, que puede 

ser endo o exofílica y ditrópica (Apanaskevich et al., 2008). Las formas inmaduras 

tienen como hospedadores de elección a los lepóridos silvestres, mientras que las 

formas adultas muestran su preferencia por grandes mamíferos. Esta garrapata es muy 

prevalente en las zonas de dehesa arbolada (Habela et al., 1998b). Y está activa durante 

la primavera, verano e inicios de otoño, entre mayo y noviembre (Encinas, 1986; 

Caeiro, 1992; Estrada-Peña, 1994). 

 Los lugares principales de fijación de los adultos son la región mamaria o 

escrotal, así como la zona pubiana y perineal, incluida la base de la cola (Ouhelli et al., 

1985; Encinas, 1986; Yousfi-Monod y Aeschlimann, 1986).  

 H. lusitanicum es un parásito habitual de los equinos, que pudiera transmitir B. 

caballi y/o T. equi a équidos (Habela et al., 1998b; Apanaskevich et al., 2008). 

 

     

         

 

2.7.3.- Género Rhipicephalus 

 

Rhipicephalus es el género más frecuente y uno de los más conocidos en España. 

Esta garrapata muestra una amplia distribución por el país (Habela et al., 2005b) y 

muestra una lista de hospedadores amplia, como pueden ser los animales domésticos, 

pequeños mamíferos, reptiles y aves (Nicholson et al., 2018). Morfológicamente, se 

pueden describir como individuos de rostro corto, palpos triangulares y base del 

FIGURA 14: Vista dorsal de una hembra de  

H. lusitanicum 

 

FIGURA 15: Vista dorsal de un macho de  

H. lusitanicum 
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capítulo hexagonal. Su escudo dorsal posee festones marginales. Los machos muestran 

placas anales grandes y con el borde redondeado. Las placas adanales están marcadas, 

con un surco anal bien definido (Gil, 1960; Travassos, 1994; Habela et al., 1998b). 

Dentro de este género destacamos por su importancia en la transmisión de enfermedades 

y la frecuencia de presentación a la especie Rhipicephalus bursa. 

 

Rhipicephalus bursa 

 Presenta una evolución difásica y un carácter monotrópico y exofílico en sus 

estadios evolutivos (Estrada-Peña, 1994).  

Esta garrapata suele aparecer a lo largo de todo el año sobre alguno de sus 

hospedadores (Caeiro, 1992). La actividad de las formas adultas se extiende desde 

marzo a septiembre. Las larvas y ninfas predominan en otoño e invierno (Encinas, 1986; 

Habela et al., 1998b; Estrada-Peña, 1994; Moreno, 1995). Está adaptada a hábitats de 

pocas precipitaciones, encontrándose fácilmente por toda la cuenca mediterránea 

(Yeruham et al., 1989). Su distribución geográfica en España es muy amplia (Habela et 

al., 2005b). 

 Respecto a los lugares de fijación, las formas inmaduras aparecen en la región 

cefálica, la zona facial, occipital y orejas. También en otras áreas como el cuello, 

espalda, dorso y flancos de los équidos. Los adultos se suelen fijar en la zona perineal, 

inguinal y extremidades (Encinas, 1986; Moreno, 1995; Yeruham et al., 1989; Yousfi y 

Aeschlimann, 1986).  

R. bursa posee gran capacidad vectorial de patógenos, pues parece que puede 

transmitir entre otros, a T. equi a los équidos, hecho comprobado experimentalmente en 

Extremadura (Olmeda et al., 2004).  

    

FIGURA 17: Vista dorsal de un macho de  

R. bursa 

 

FIGURA 16: Vista dorsal de una hembra de  

R. bursa 
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3.1.- Estudio I  
 

«Genetic variation of the β-tubulin gene of Babesia caballi strains» 
«Variación genética del gen de la β-tubulina de cepas de Babesia caballi» 

 

Mª Guadalupe Montes Cortés1, José Luis Fernández-García2, Miguel Ángel Habela 

Martínez-Estéllez1 
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Journal Arthropod-Borne Diseases, September 2017, 11(3): 334-353. 

Factor de impacto JCR actual (2017/2018): 1,231 

Artículo publicado en acceso abierto (open access). 

 

Abstract 
Background: Equine piroplasmosis is caused by two haemoprotozoan parasites: Babesia 

caballi and Theileria equi. Negative economic impact on international trade has been associated 

to endemic sites. This is the reason why carrier detection requires reliable diagnostic methods. 

Various diagnostic modalities can be used alone or in combination, including PCR. However, 

genetic variation of commonly used genes is still of debate. The aim of this research was to 

sequence the β-tubulin gene of a B. caballi strain from Spain and to compare it with known β-

tubulin sequences. 

Methods: DNA was isolated from a cryopreserved strain from Spain and acute and chronic 

carrier horses. Firstly, degenerated primer pairs were designed based on GenBank sequences of 

different Babesia and Theileria species for sequencing. The primers were redesigned to amplify 

both parasites, simultaneously. Finally, a species-specific primer pair for B. caballi was 

designed and a Restriction Fragment Length Polymorphism-PCR (PCR-RFLP) assay performed 

to know the difference of known B. caballi strains. 

Results: We provided new insights of the β-tubulin gene and a good molecular coverage of this 

gene, contributing with a number of useful primers to amplify T. equi and B. caballi. Moreover, 

PCR-RFLP assays based on the exon II of this gene confirmed the causative B. caballi strain in 

Spanish horses. 

Conclusion: We reported useful primer pairs for diagnostic and a new sequence of the β-tubulin 

gene of B. caballi, which facilitate the development of future assays and the detection of 

infected horses, preventing thus the spread of this disease woldwide. 



Estudios publicados 
____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 

82 
 

Resumen 

Antecedentes: La Piroplasmosis Equina está causada por dos hemoprotozoos: Babesia 

caballi y Theileria equi. Existe un gran impacto económico negativo asociado al 

comercio internacional de los équidos con zonas endémicas, esta es la razón por la cual 

la detección de los portadores crónicos requiere el uso de métodos fiables. Se pueden 

emplear diferentes técnicas de diagnóstico de forma individual o bien combinándolas, 

incluyendo la PCR. La variabilidad existente en los genes más usados en estas técnicas 

está aún en debate. El objetivo de este estudio fue secuenciar un fragmento del gen de la 

β-tubulina de una cepa de B. caballi procedente de España y compararlo con las 

secuencias del gen de la β-tubulina conocidas. 

Métodos: Se aisló ADN de una cepa, previamente criopreservada, de procedencia 

española, así como de caballos que sufrían la enfermedad en una fase aguda y crónica. 

En primer lugar, se diseñaron una serie de cebadores basándose en secuencias de 

diferentes especies de Babesia y Theileria procedentes del GenBank. Estos cebadores 

fueron rediseñados para amplificar material genético de ambos parásitos (B. caballi y T. 

equi) de forma simultánea. Finalmente, se diseñó una pareja de cebadores especie-

específicos para B. caballi y se desarrolló una PCR-RFLP para diferenciar entre las dos 

cepas conocidas de B. caballi. 

Resultados: A través de este estudio proporcionamos nuevos conocimientos sobre el 

gen de la β-tubulina, contribuyendo, además, con una serie de cebadores útiles para 

amplificar ADN tanto de B. caballi como de T. equi. La PCR-RFLP basada en el exón 

II de este gen permitió confirmar cual era la cepa de B. caballi que afectaba a los 

caballos españoles. 

Conclusión: Hemos diseñado una serie de cebadores útiles para el diagnóstico de los 

piroplásmidos equinos y también hemos aportado una nueva secuencia del gen de la β-

tubulina de B. caballi. Todo ello podrá facilitar el desarrollo o mejora de otras técnicas 

y, por tanto, la detección de caballos infectados, previniendo de este modo, la 

propagación de esta enfermedad a nivel mundial.  
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3.2.- Estudio II 
 

«Seroprevalence of Theileria equi and Babesia caballi in horses in 

Spain» 
«Seroprevalencia de Theileria equi y Babesia caballi en caballos de España» 

 

Mª Guadalupe Montes Cortés1, José Luis Fernández-García2, Miguel Ángel Habela 

Martínez-Estéllez1 

1.- Área de Parasitología. Departamento de Sanidad Animal. Facultad de Veterinaria de 

Cáceres, España. 

2.- Área de Producción Animal. Departamento de Producción Animal y Ciencia de los 

alimentos. Facultad de Veterinaria de Cáceres, España. 
 

Parasite 2017; 24:14. DOI: https://doi.org/10.1051/parasite/2017015 

Factor de impacto JCR actual (2017): 2,069 

Artículo publicado en acceso abierto (open access) 

 

Abstract 

Equine piroplasmoses are enzootic parasitic diseases distributed worldwide with high 

incidence in tropical and subtropical regions. In Spain, there is insufficient epidemiological 

data about equine piroplasmoses. The main aim of the present study was therefore to 

estimate the prevalence of Theileria equi and Babesia caballi in five regions and obtain 

information about the risk factors. This study was conducted in the central and south-

western regions of Spain, using indirect fluorescence antibody testing (IFAT) in 3,100 sera 

samples from apparently healthy horses of different ages, breeds, coat colours, genders and 

geographical locations. The overall seroprevalence was 52%, consisting of 44% 

seropositive for T. equi and 21% for B. caballi. There was a significant association between 

age (p<0.0001), breed (p<0.004), geographical location (p<0.0001) and the seroprevalence, 

but neither the coat colour nor the gender was significantly associated with prevalence. In 

addition, it was proved that most of the geographic areas showed a moderate to high 

prevalence. The statistical κ value was used to compare the results obtained by IFAT and by 

competitive enzyme-linked immunosorbent assay (cELISA) utilised to test some samples 

(n=108) and showed a higher concordance for T. equi (κ=0.68) than for B. caballi (κ=0.22). 

Consequently, this revealed the importance of developing an appropriate technique to detect 

each haemoparasite. 
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Resumen 

Las Piroplasmosis Equinas (PE) son enfermedades enzoóticas parasitarias que se 

distribuyen a nivel mundial y muestran una alta incidencia en regiones tropicales y 

subtropicales. En España existen pocos datos epidemiológicos sobre esta enfermedad. 

El objetivo principal de este estudio fue, por un lado, estimar la prevalencia de Babesia 

caballi y Theileria equi en cinco regiones españolas y, por otro lado, obtener 

información sobre los factores de riesgo asociados a esta hemoparasitosis. 

Este estudio se llevó a cabo en diferentes regiones del centro y suroeste de 

España, empleando la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) para detectar la 

presencia de anticuerpos en 3100 muestras de sueros de caballos aparentemente sanos, 

de diferentes edades, razas, colores de la capa, sexos y localizaciones geográficas. La 

seroprevalencia total obtenida fue del 52%, siendo un 44% de los animales 

seropositivos a T. equi, un 21% a B. caballi y un 13% seropositivos a ambos parásitos. 

Se halló una asociación significativa entre la edad (p<0,0001), la raza (p<0,004), la 

localización geográfica (p<0,0001) y la seropositividad. Sin embargo, ni el color de la 

capa ni el sexo se asociaron significativamente con la seroprevalencia. Además, se 

constató que la mayoría de las áreas geográficas analizadas mostraban una 

seroprevalencia de moderada a alta. También se calculó el índice κ de Cohen para 

determinar el grado de acuerdo entre la técnica IFI y la cELISA (Ensayo por 

Inmunoabsorción Ligado a Enzimas). Se eligieron al azar 108 sueros (n=108) para 

realizar la comparación entre ambas técnicas. Los resultados del índice κ mostraron que 

las dos técnicas poseían una mayor concordancia para T. equi (κ=0,68) que para B. 

caballi (κ=0,22).  

Estos resultados nos llevaron a concluir que existe una gran necesidad de 

desarrollar una técnica apropiada para detectar cada hemoparásito.  
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Material adicional de la publicación «Seroprevalence of Theileria equi and Babesia 

caballi in horses in Spain». También se puede consultar en la página web de la revista 

internacional Parasite. 
 

 

 

Table S1  Horse populations of regions studied and number of collected samples 

 

Region Horse Population Number Collected Samples 

Andalusia 220,809 954 

Castilla-León 65,549 690 

Extremadura 44,053 762 

Castilla-La Mancha 26,227 382 

Madrid 18,909 312 
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Table S2  Equine Piroplasmosis Seroprevalence by provinces 

 

Region Province Number of 

serum 

samples 

Overall 

seroprevalence 

(%) 

Number 

positives (%) 

T. equi 

Number 

positives (%) 

B. caballi 

Andalusia      

 Almería 6 50 3 (50.0) 1 (16.67) 

 Cádiz 277 57.04 125 (45.13) 79 (28.52) 

 Córdoba 4 51.11 17 (37.78) 13 (28.89) 

 Granada 52 28.85 15 (28.85) 3 (5.77) 

 Huelva 51 37.25 17 (33.33) 9 (17.65) 

 Málaga 158 48.73 70 (44.30) 29 (18.35) 

 Sevilla 365 52.60 169 (46.30) 78 (21.37) 
Castilla-La 

Mancha 
     

 Ciudad-Real 16 87.50 14 (87.50) 2 (12.50) 

 Guadalajara 15 73.33 8 (53.33) 3 (20.00) 

 Toledo 351 66.38 217 (61.82) 74 (21.08) 
Castilla-León      

 Ávila 54 66.67 30 (55.55) 17 (31.48) 

 Burgos 37 62.16 19 (51.35) 19 (51.35) 

 León 176 36.93 39 (22.16) 36 (20.45) 

 Palencia 13 38.46 4 (30.77) 5 (38.46) 

 Salamanca 92 51.09 34 (36.96) 30 (32.61) 

 Segovia 87 83.91 52 (59.77) 42 (48.28) 

 Valladolid 129 51.16 50 (38.76) 36 (27.91) 

 Zamora 102 53.92 40 (39.22) 30 (29.41) 
Extremadura      

 Badajoz 417 44.36 159 (38.13) 40 (9.59) 

 Cáceres 345 60.29 198 (57.39) 53 (15.36) 
Madrid      

 Madrid 312 38.14 101 (32.37) 44 (14.10) 
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Table S3 Variables on the Logistic Regression for the T. equi IFAT 

Qualitative variable Negative horses 

(%) 

Positive horses 

(%) 

p-value OR 

95.0%      IC 
AGE       

≤ 1 year 160 (73.39) 58(26.61)  1   

2 years 121(55.25) 98(44.75) .000 .064 .021 .202 
3 years 158 (59.85) 106 (40.15) .001 .156 .051 .479 
4 years 128 (62.14) 78 (37.86) .000 .130 .043 .395 
5 years 78 (54.17) 66 (45.83) .000 .111 .036 .338 
6 years 93 (53.76) 80 (46.24) .000 .112 .036 .348 
7 years 93(55.36) 75 (44.64) .001 .150 .049 .463 
8 years 86 (53.75) 74 (46.25) .002 .164 .053 .504 
9 years 47 (47.96) 51 (52.04) .001 .148 .048 .460 
10 years 44 (47.31) 49 (52.69) .002 .158 .049 .508 
11 years 28 (39.44) 43 (60.56) .021 .247 .075 .812 
12 years 42 (47.73) 46 (52.27) .075 NS   

13 years 12 (34.29) 23 (65.71) .004 .171 .052 .561 
14 years 22 (43.14) 29 (56.86) .222 NS   

15 years 16 (34.78) 30 (65.22) .009 .187 .053 .653 
16 years 17 (37.78) 28 (62.22) .243 NS   

17 years 11 (42.31) 15 (57.69) .231 NS   

18 years 6 (40.00) 9 (60.00) .013 .159 .037 .681 
19 years 6 (42.86) 8 (57.14) .915 NS   

≥ 20years 103 (55.98) 81 (44.02) .916 NS   

BREED       

Purebred Spanish Horse 718 (55.53) 575 (44.47)  1   

Cross-bred 167 (38.57) 266 (61.43) .014 4.310 1.34 13.862 
Arabian horse 19 (44.19) 24 (55.81) .000 8.894 2.73 28.935 
Thoroughbred 19 (48.72) 20 (51.28) .047 4.030 1.02 15.930 
Selle Français 15 (60.00) 10 (40.00) .021 5.022 1.27 19.808 
Lusitano 4 (26.67) 11 (73.33) .022 7.399 1.33 41.011 
Hanoverian Horse 6 (85.71) 1 (14.29) .000 20.01 3.79 105.53 
Spanish Sport Horse 1 (11.11) 8 (88.89) .535 NS   

Other 25 (83.33) 5 (16.67) 999 NS   

COAT COLOUR       

Chestnut 76 (53.52) 66 (46.48)  1   

Dapple-Grey 490 (49.49) 500 (50.51) .364 NS   

Dark Brown 222 (48.79) 233 (51.21) .065 NS   

Black 124 (65.61) 65 (34.39) .102 NS   

Other 15 (68.18) 7 (31.82) .226 NS   



Estudios publicados 
____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 

110 
 

Table S3 (Continued) 

GENDER       

Female 694 (53.02) 615 (46.98)  1   

Male 1025 (57.23) 766 (42.77) .059 NS   

REGION       

Andalusia 538 (56.39) 416 (43.61)  1   

Castilla-La Mancha 143 (37.43) 239 (62.57) .273 NS   

Castilla-León 422 (61.16) 268 (38.84) .004 3.306 1.46 7.470 
Extremadura 405 (53.15) 357 (46.85) .028 2.625 1.11 6.209 
Madrid 211 (67.63) 101 (32.37) .181 NS   

 

OR, Odds ratio; 95.0% IC, 95% confidence interval. 1= Reference category. p-value= when < 0.05 

significant. NS= No significant. 
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Table S4 Variables on the Logistic Regression for the B. caballi IFAT  

Qualitative variable Negative horses 

(%) 

Positive horses 

(%) 

p-value OR 

95.0%     I.C. 
AGE       

≤ 1 year 193 (88.53) 25 (11.47)  1   

2 years 160 (73.06) 59 (26.94) .000 .255 .152 .427 
3 years 211 (79.92) 53 (20.08) .141 NS   

4 years 179 (86.89) 27 (13.11) .001 .494 .322 .759 
5 years 115 (79.86) 29 (20.14) .000 .297 .179 .493 
6 years 149 (86.13) 24(13.87) .007 .496 .298 .826 
7 years 145 (86.31) 23 (13.69) .000 .317 .187 .538 
8 years 134 (83.75) 26 (16.25) .000 .312 .183 .533 
9 years 87 (88.78) 11 (11.22) .000 .382 .227 .642 
10 years 75 (80.65) 18 (19.35) .000 .249 .124 .500 
11 years 57 (80.28) 14 (19.72) .014 .472 .260 .859 
12 years 68 (77.27) 20 (22.73) .031 .483 .250 .935 
13 years 27 (77.14) 8 (22.86) .067 NS   

14 years 33 (64.71) 18 (35.29) .211 NS   

15 years 32 (69.57) 14 (30.43) .831 NS   

16 years 25 (55.56) 20 (44.44) .674 NS   

17 years 17 (65.38) 9 (34.62) .180 NS   

18 years 12 (80.00) 3 (20.00) .926 NS   

19 years 10 (71.43) 4 (28.57) .285 NS   

≥ 20years 122 (66.30) 62 (33.70) .696 NS   

BREED       

Purebred Spanish Horse 1082 (83.68) 211 (16.32)  1   

Cross-bred 326 (75.29) 107 (24.71) .074 NS   

Arabian horse 30 (69.77) 13 (30.23) .008 8.350 1.74 39.942 
Thoroughbred 32 (82.05) 7 (17.95) .035 6.651 1.14 38.614 
Selle Français 23 (92.00) 2 (8.00) .083 NS   

Lusitano 7 (46.67) 8 (53.33) .198 NS   

Hanoverian Horse 6 (85.71) 1 (14.29) .000 49.189 7.21 335.46 
Spanish Sport Horse 8 (88.89) 1 (11.11) .225 NS   

Other 27 (90.00) 3 (10.00) .242 NS   

COAT COLOUR       

Chestnut 95 (66.90) 47 (33.10)  1   

Dapple –Grey 802 (81.01) 188 (18.99) .051 NS   

Dark Brown 388 (85.27) 67 (14.73) .235 NS   

Black 166 (87.83) 23 (12.17) .504 NS   

Other 19 (86.36) 3 (13.64) .513 NS   
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Table S4 (Continued)       

GENDER       

Female 1028 (78.53) 281(21.47)  1   

Male 1429 (79.79) 362 (20.21) .687 NS   

REGION       

Andalusia 742 (77.78) 212 (22.22)  1   

Castilla-La Mancha 303 (79.32) 79 (20.68) .161 NS   

Castilla-León 475 (68.84) 215 (31.16) .522 NS   

Extremadura 669 (87.80) 93 (12.20) .005 3.979 1.52 10.413 
Madrid 268 (85.90) 44 (14.10) .513 NS   

 

OR, Odds ratio; 95.0% IC, 95% confidence interval. 1= Reference category. p-value= when < 0.05 

significant. NS= No significant. 
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3.3.- Estudio III 

«A multinested-PCR for detection of the equine piroplasmids Babesia 

caballi and Theileria equi» 
«Una PCR múltiple anidada para la detección de los piroplásmidos equinos Babesia 

caballi y Theileria equi» 
 

Mª Guadalupe Montes Cortés1, José Luis Fernández-García2, Miguel Ángel Habela 

Martínez-Estéllez1 

1.- Área de Parasitología. Departamento de Sanidad Animal. Facultad de Veterinaria de 

Cáceres, España. 

2.- Área de Producción Animal. Departamento de Producción Animal y Ciencia de los 

alimentos. Facultad de Veterinaria de Cáceres, España. 
Tick and Tick-Borne Diseases  DOI: https://doi.org/10.1016/j.ttbdis.2018.11.008 

Artículo aceptado el día 10 de noviembre y publicado online el 13 de noviembre de 

2018 (ver anexo III) 

Factor de impacto JCR actual (2017): 2,612 

Este artículo no está publicado en acceso abierto 

Abstract 

Two haemoparasites, Theileria equi and Babesia caballi, cause equine piroplasmosis 

(EP), one of the most prevalent tick-borne diseases in horses. The main aim of the 

present study was to develop and evaluate a multinested PCR (mn-PCR) for 

simultaneous detection of the equine piroplasmids T. equi and B. caballi, by 

amplification of five genetic markers (18S rRNA, β-tubulin, cytB, EMA-1 and RAP-1). 

This novel assay detected a high prevalence of equine piroplasmids in 235 horse blood 

samples collected in Castilla-León and Extremadura, Spain. The overall prevalence of 

infection with equine piroplasmids by mn-PCR was 72.8% (171/235), with 66.0% 

(155/235) of the animals for T. equi and 29.4% (69/235) positive for B. caballi. The 

seroprevalence obtained by cELISA for the same set of samples was lower than the 

infection prevalence recorded by mn-PCR, for either of the two equine piroplasmids 

(62.6%) as well as for T. equi alone (61.7%) or B. caballi alone (3.8%). There was high 

agreement among the mn-PCR and cELISA assays for diagnosis of EP caused by T. 

equi (κ=0.83) but not for B. caballi (κ=0.06). A phylogenetic analysis based on the 

RAP-1 gene of B. caballi showed that the strains from Spain clustered with those from 

Israel.  
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Resumen 

Son dos hemoparásitos, Babesia caballi y Theileria equi, los que causan la 

Piroplasmosis Equina (PE), una de las enfermedades transmitidas por garraparas más 

prevalente en los caballos. El objetivo principal de este estudio fue desarrollar y evaluar 

una PCR múltiple y anidada (mn-PCR) para la detección simultánea de los 

piroplásmidos equinos B. caballi y T. equi, mediante la amplificación de fragmentos de 

cinco genes (18S rRNA, β-tubulina, cytB, EMA-1 y RAP-1).  

Esta nueva técnica detectó una alta prevalencia de estos parásitos en 235 

muestras de sangres de caballos recogidas en Castilla y León y Extremadura, ambas 

regiones de España. La prevalencia total mostrada por la mn-PCR fue del 72,8% 

(171/235), siendo un 66,0% (155/235) de los animales positivos a T. equi, un 29,4% 

(69/235) positivos a B. caballi y un 22,6% (53/235) positivos a ambos parásitos. La 

seroprevalencia obtenida por cELISA para las 235 muestras fue menor que la 

prevalencia obtenida por mn-PCR, siendo la seroprevalencia total del 62,6% (147/235). 

El 61,7% (145/235) de los animales mostraron anticuerpos frente a T. equi, el 3,8% 

(9/235) frente a B. caballi y el 2,98% (7/235) frente a ambos parásitos (parasitación 

mixta). Se realizó una comparación entre la cELISA y la mn-PCR calculando el índice κ 

de Cohen, mostrándose una concordancia entre ambas técnicas muy superior para T. 

equi (κ=0,83) que para B. caballi (κ=0,06).  

Además, se realizó un análisis filogénetico del gen RAP-1 de B. caballi, el cual 

mostró que las cepas españolas estaban agrupadas con las de procedencia israelí. 
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4.1.- Estudio I  
 

«Genetic variation of the β-tubulin gene of Babesia caballi strains» 

 
La información genética de los parásitos que causan la PE resulta muy relevante, 

puesto que ayuda tanto a su clasificación taxonómica como a la posibilidad de mejorar 

el diagnóstico mediante técnicas de biología molecular. En este estudio se pretendió, por 

un lado, contribuir al conocimiento de uno de los genes más desconocidos de B. caballi, 

el gen de la β-tubulina y, por otro lado, desarrollar marcadores genéticos que 

permitieran no sólo la detección de este parásito, sino también el conocimiento de su 

epidemiología. 

En esta investigación, se emplearon muestras de sangres (n=5) procedentes de 

caballos de la provincia de Cáceres, con los síntomas propios de la PE y que fueron 

diagnosticados como positivos a B. caballi por la observación microscópica de frotis 

sanguíneos teñidos con panóptico rápido. Además, se obtuvieron unas muestras de 

sangres de caballos crónicos a PE (n= 20) negativos por microscopía, pero positivos por 

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), siguiendo la metodología descrita por Camacho et 

al. (2005). Estas muestras igualmente resultaron positivas por la técnica 

inmunoenzimática (cELISA), testadas con un kit comercial (VMRD®, Inc, Pullman, 

WA, USA). La procedencia de dichas muestras era diversa, pues fueron remitidas desde 

diferentes puntos de la geografía española, en concreto de Badajoz (n=6), Cáceres 

(n=2), Cádiz (n=7) y Segovia (n=5). Por último, se empleó el ADN obtenido de una 

sangre procedente de Málaga, previamente cultivada y posteriormente criopreservada, 

para la secuenciación del gen de la β-tubulina del parásito estudiado. 

La extracción de ADN se hizo siguiendo el protocolo propuesto por Fernández-

García (2012). Se diseñaron unos cebadores universales (B-Tub F y B-Tub R), para ello 

se empleó en primer lugar el programa MEGA4, que permitió la alineación de las 

secuencias de distintas especies de Babesias y Theilerias disponibles en la base de datos 

GenBank (Tabla 1 del artículo I). En segundo lugar, se usó el programa informático 

Primer3web, una aplicación online para el diseño de los oligonucleótidos (Untergasser 

et al., 2013). Estos oligonucleótidos se mostraron eficaces en la amplificación de 

material genético de B. caballi. Tras la amplificación de las diferentes muestras de las 

que disponíamos, se seleccionó y procedió a la secuenciación de la muestra procedente 

de Málaga (número de acceso: KX358867). Con esta secuencia y las procedentes del 
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GenBank, se rediseñaron los cebadores universales. Estos nuevos oligonucleótidos 

permitían la amplificación tanto de B. caballi como de T. equi (B-Tub2 F y B-Tub2 R). 

La distinción entre los fragmentos de ambos parásitos se podía hacer claramente por el 

tamaño molecular, puesto que el fragmento de B. caballi tenía una longitud de 826 

pares de bases nucleotídicas (pb) y el de T. equi 100 pb menos, es decir, 718 pb. Por 

último, se diseñó una pareja de cebadores que amplificaba específicamente el material 

genético de B. caballi, basándose en regiones conservadas de las dos secuencias 

conocidas de este parásito (AJ289246 y KX358867). Este segmento se extendía desde el 

inicio del primer intrón hasta el segundo exón (parcialmente incluido), y tenía un 

tamaño de 345 pb. La especificidad de estos oligonucleótidos fue estudiada usando 

ADN de T. equi, el cual no fue amplificado con estos oligonucleótidos.  

Además, se diseñó una PCR-RFLP para poder discernir entre las dos únicas 

secuencias del gen de la β-tubulina conocidas, la de procedencia francesa y la secuencia 

española. Para esta finalidad se empleó un software de simulación (PROPHET 5.0 

software, BBN Systems and technologies) para predecir los enzimas de restricción 

adecuados para la discriminación de ambas secuencias (HaeIII y HinfI). El enzima de 

restricción HaeIII debería cortar la secuencia de origen francés, pero no la española, 

mientras que el enzima HinfI, tendría que cortar ambas secuencias (Tabla 3 del estudio 

I). 
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4.2.- Estudio II 
 

«Seroprevalence of Theileria equi and Babesia caballi in horses in 

Spain» 
 

En este trabajo se realizó un estudio seroepidemiológico con el objetivo de 

conocer la distribución geográfica y la seroprevalencia de la PE en el centro y sur de 

España.  

Para ello, recolectamos 3100 muestras de suero de caballos de distinto sexo, 

edad, capa, raza y origen geográfico. Los sueros y plasmas, obtenidos a partir de sangre 

extraída por punción en la vena yugular, se mantuvieron congelados hasta que fueron 

analizados con una de las técnicas inmunológicas más empleadas para la detección de 

PE, como es la técnica IFI (Camacho et al., 2005). Las muestras se examinaron con un 

microsopio de epifluorescencia (Leica DMLS®). El antígeno empleado fue obtenido de 

cepas de procedencia española. Las muestras se recogieron en yeguadas de 22 

provincias de cinco regiones (Andalucía, Castilla La Mancha, Castilla y León, Madrid y 

Extremadura) de nuestra geografía. Para determinar el número de muestras que debían 

recogerse de cada área, se empleó el programa Win Episcope 2.0 (Thrusfield et al., 

2001). De tal manera, que usando los datos del censo equino (MAGRAMA, 2013), se 

estableció que al menos 381 muestras de animales debían de analizarse de cada región. 

Una parte de los sueros fueron seleccionados al azar (n=108) y testados usando también 

la técnica ELISA competitivo o cELISA (VMCR®, Inc. Pullman, WA, USA), siguiendo 

las instrucciones del propio kit comercial. Las placas se leyeron con un lector de placas 

(Multiskan Ascent, Thermo Electron Corporation®). 

Los resultados obtenidos en este último grupo de sueros, al usar ambos métodos 

(IFI vs. cELISA), fueron comparados empleando el índice κ de Cohen. La interpretación 

de los valores κ, fue como sigue a continuación: valores κ menores de 0, indican que no 

hay concordancia. Valores entre 0-0,20 determinan que hay un acuerdo insignificante 

entre las técnicas. Valores de entre 0,21-0,40 indican un acuerdo discreto, si se 

encuentran entre 0,41-0,6, el acuerdo es moderado, si están entre 0,61-0,80, es 

sustancial y si es de entre 0-8 y 1, el acuerdo es casi perfecto.  

Por último, se realizó un estudio estadístico para determinar los factores de 

riesgo que pudieran estar implicados en la transmisión de esta enfermedad, usando el 
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paquete SPSS versión 11.0 bajo licencia de la UNEX. En concreto, se empleó la 

regresión logística binaria y se calcularon las razones de probabilidades u “odds ratios” 

(OR) con un intervalo de confianza del 95%. La significación estadística de la 

seroprevalencia entre dos regiones fue calculada usando el método Monte Carlo. 



  Materiales y métodos 
____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 

121 
 

4.3.- Estudio III 
 

«A multinested-PCR for detection of the equine piroplasmids Babesia 

caballi and Theileria equi» 
 

La PE es una enfermedad transmitida por garrapatas y causada por los 

hemoprotozoos B. caballi y T. equi. Esta parasitosis impide el libre tránsito de los 

équidos de todo el mundo, puesto que los países libres de enfermedad exigen la 

realización de pruebas diagnósticas que determinen que el caballo no padece esta 

hemoparasitosis. Por ello, es necesaria una técnica con alta sensibilidad y especificidad 

aplicable al diagnóstico de esta enfermedad. 

El principal objetivo de este estudio fue desarrollar una técnica molecular 

innovadora y eficaz para el diagnóstico de la PE. El método desarrollado consistió en 

una PCR múltiple y anidada (mn-PCR), que combinaba, como su proio nombre indica, 

una PCR múltiple con una PCR anidada. Así pues, consiste en realizar dos PCR 

consecutivas anidadas y múltiples, en las cuales se emplearon cebadores que 

amplificaban material genético de ambos parásitos de forma simultánea. Para realizar la 

mn-PCR se diseñaron 7 pares de cebadores a partir de 4 genes (los genes 18S rRNA, β-

tubulina, EMA-1 y cytB para T. equi. Los genes 18S rRNA, β-tubulina y RAP-1 para B. 

caballi). 

Para el desarrollo de esta técnica se emplearon 21 muestras de sangre que 

procedían de caballos en la fase aguda de la enfermedad, y que fueron diagnosticadas 

como positivas mediante de la observación microscópica de extensiones de sangre 

teñidas con panóptico rápido (15 de ellas eran positivas a T. equi, 5 positivas a B. 

caballi y una positiva a ambos parásitos). Además, se utilizaron tres muestras negativas 

por parasitoscopia, que lo fueron también mediante la prueba IFI (Camacho et al., 2005) 

y el kit comercial cELISA (VMCR®, Inc. Pullman, WA, USA). Todas las muestras 

empleadas para el desarrollo de la mn-PCR fueron recogidas en cuatro comunidades 

autónomas: Andalucía (n=7), Castilla-La Mancha (n=3), Castilla-León (n=5) y 

Extremadura (n=9).  

Además, se extrajeron sangres de 235 caballos de dos regiones distintas de 

España (Castilla y León, n=205; Extremadura, n=30) para comprobar la efectividad de 

la mn-PCR en el diagnóstico de caballos asintomáticos. De cada animal se obtuvieron 

dos tubos de sangre (BD Vacutainer®), uno con anticoagulante (EDTA) y otro sin él. 
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Los sueros fueron congelados a -20ºC y las sangres a -70ºC, hasta la extracción de 

ADN, la cual se realizó empleando la técnica “salting out” modificado (Millar et al., 

1988; Fernández-García, 2012). Los sueros recogidos fueron analizados mediante la 

técnica cELISA siguiendo las indicaciones propuestas en el kit comercial. Las placas se 

leyeron en un lector de placas (Thermo Scientific Multiskan Ascent Microplate 

Reader®). 

Para desarrollar la técnica mn-PCR se diseñaron diferentes parejas de cebadores. 

Para la amplificación de los fragmentos de ADN en la primera fase de la PCR, se 

emplearon cinco parejas de oligonucleótidos, los cebadores externos (outer). De estas 

cinco parejas, tres se diseñaron específicamente para la mn-PCR, una pareja se había 

empleado en el estudio I de esta tesis y la última pareja fue diseñada por Alhassan et al., 

(2005). También se emplearon otras siete parejas de oligonucleótidos internos (inner) 

para amplificar fragmentos de menor tamaño (cuatro amplificaban fragmentos de ADN 

de T. equi y tres para B. caballi). De todas estas parejas, seis fueron diseñadas para la 

mn-PCR y una ya se había publicado en el estudio I de la presente tesis (en la tabla 1 del 

estudio III se pueden consultar todos los cebadores). Para llevar a cabo el diseño de 

estos oligonucleótidos se emplearon difentes secuencias de los distintos genes de ambos 

parásitos (secuencias que pueden verse en la tabla S1 del estudio III). Todas estas 

secuencias se alinearon con el programa MEGA6.05 (Tamura et al., 2013). Después, se 

comprobó el éxito de amplificación de todas las parejas de oligonucleótidos por 

separado. En la primera PCR se empleó una pareja de cebadores que amplificaron un 

fragmento conservado del gen 18S rRNA en ambos parásitos (Alhassan et al., 2005), al 

igual que ocurría con la pareja de oligonucleótidos que amplificaron el gen de la β-

tubulina (estos últimos oligonucleótidos fueron publicados en el estudio I). Los otros 

cebadores eran específicos de especie (EMA-1, cytB y RAP-1). En la segunda PCR 

todos los oligonucleótidos se diseñaron sobre la base de regiones de los genes 

específicos de especie. Podemos añadir que los cebadores se diseñaron para que los 

fragmentos amplificados tuvieran un peso molecular siempre mayor para B. caballi que 

para T. equi, de tal forma que, tras la electroforesis en los geles de agarosa, se podía 

realizar el diagnóstico a simple vista, pues las bandas de B. caballi tenían un tamaño 

superior a 300 pb mientras que las de T. equi eran inferiores a este tamaño. En la mezcla 

(master mix) empleada para realizar la primera PCR se añadieron los cebadores para la 

amplificación de todos los genes, tanto de B. caballi como de T. equi. En la segunda 

PCR, se emplearon dos mezclas (master mix), cada una incluía los cebadores de cada 
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parásito por separado. Los productos PCR de cada muestra problema se incluyeron en el 

mismo pocillo del gel para agilizar el diagnóstico.  

Adicionalmente, y debido a las discrepandias que surgieron en los resultados 

mostrados por las técnicas cELISA y mn-PCR en el diagnóstico de B. caballi, se hizo 

una secuenciación del gen RAP-1 de tres muestras de diferentes localizaciones 

geográficas (Cáceres, Málaga y Segovia). Las secuencias fueron obtenidas empleando 

un analizador genético capilar ABI 3130® (Applied Biosystems). Con las secuencias 

obtenidas (números de acceso MH538120, MH538121 y MH538122), junto a 34 

secuencias más, procedentes de la base de datos GenBank (tabla S2 del estudio III), se 

realizó una reconstrucción filogenética usando un algoritmo median-joining, con el 

software NETWORK 4.1.1.1. (Fluxus Technology Ltd.) 

El estudio estadístico se realizó con el programa SPSS versión 15.00 bajo 

licencia de la UNEX. Se compararon estadísticamente los resultados obtenidos por cada 

una de las pruebas diagnósticas (mediante el índice κ de Cohen) y se analizaron la edad 

y el sexo como posibles factores de riesgo asociados a esta enfermedad mediante el Test 

exacto de Fisher y el test McNemar. Los OR se calcularon usando una regresión 

logística binaria con el programa IBM SPSS Statistics 15.0 para Windows (IBM 

Corporations). 
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5.1.- Aportaciones al conocimiento genético de Babesia 

caballi  
 

Estudio I 

En el estudio I, se secuenció un fragmento del gen de la β-tubulina de B. caballi 

(número de acceso KX358867) de una muestra procedente de España (Málaga). La 

secuencia aportada tenía una longitud de 761 pb. Para dicha secuenciación se había 

diseñado una pareja de oligonucleótidos (B-Tub) basándonos en los datos de diferentes 

secuencias de distintas especies de Babesias y Theilerias (Tabla 1 del estudio I), pues 

hasta ese momento no había nada más que una secuencia de origen francés disponible 

del gen de la β-tubulina de B. caballi en la base de datos GenBank (número de acceso 

AJ289246). Una vez se obtuvo la secuencia española, se rediseñaron los cebadores. 

Estos nuevos oligonucleótidos permitieron la amplificación simultánea de este 

fragmento de gen tanto de B. caballi como de T. equi (B-Tub2), pudiendo distinguirse 

ambos parásitos por el tamaño del fragmento amplificado (718 pb en el caso de T. equi 

y 826 pb para B. caballi, es decir, una diferencia de 100 pb). Por último, se diseñó una 

nueva pareja de oligonucleótidos para amplificar, exclusivamente, un fragmento de B. 

caballi (GM B-Tub). Todos los primers se pueden consultar en la tabla 2 (del estudio I). 

Gracias a la nueva secuencia, se confirmaba por primera vez la existencia de 

variación genética en el gen de la β-tubulina en B. caballi. 

Sólo se pudo utilizar un fragmento de 460 pb para la comparación de ambas 

secuencias, debido a que la secuencia de origen francés no tenía mayor longitud. Dicho 

fragmento se extendía desde el exón I (nucleótidos del 1 al 63), todo el intrón I 

(nucleótidos del 64 al 233) y el exón II (nuleótidos del 234 al 460) de dicho gen. Tras la 

comparación realizada usando el programa BLASTN 2.2.20 (Altschul et al., 1997), 

programa disponible en la página web del NCBI, se encontraron 86 sitios polimórficos, 

un 81% de similitud y un 3% de ins/del (puntos con inserciones y delecciones). El 

análisis realizado mediante el programa DnaSP versión 4.0 (Rozas et al., 2003) mostró 

unos resultados interesantes, pues de los 76 tripletes que posee el exón II, en 19 de ellos 

se encontraron mutaciones silenciosas, esto es, que no provocan cambios en la 

secuencia de aminoácidos de la proteína β-tubulina. Gracias al análisis comparativo 

entre las dos secuencias, se constató que, pese a la existencia de ese número de 

polimorfismos, no cambiaba la estructura primaria de la proteína. Esto es la norma en 
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genes muy conservados, como es el de la β-tubulina. Además, el primer intrón mostró 

una variación de tamaño debido a la existencia de una deleción de 2 pares de bases. 

Todos estos datos hacen pensar que el gen de la β-tubulina pueda mostrar variaciones 

entre y dentro de las especies de Babesia. 

En este estudio se validaron los resultados previos mediante la amplificación de 

cinco muestras de caballos que presentaban una infección en fase aguda y de 20 

muestras de caballos en fase crónica empleando los oligonucleótidos específicos para B. 

caballi. Todas las muestras resultaron ser positivas tras la realización de la PCR.  

Por último, los fragmentos amplificados fueron digeridos con enzimas de 

restricción (Hae III and Hinf I) para determinar si alguna de las dos cepas conocidas era 

la que parasitaba los animales analizados. Basándonos en el trabajo de predicción de 

cortes de las secuencias disponibles, la enzima Hinf I cortó los fragmentos, pero Hae III 

no lo hizo. Este resultado confirmó que la cepa presente en los caballos testados era la 

de origen español (predicción del tamaño de los productos cortados por los enzimas de 

restricción en la tabla 3, estudio I). 

 

Estudio III 

En el estudio III de esta tesis, se recoge otra de las aportaciones al conocimiento 

genético de B. caballi, en concreto del gen RAP-1. Debido a la baja concordancia entre 

las técnicas IFI y cELISA (κ=0,22) constatado en el estudio II y a los pobres resultados 

que mostraba el diagnóstico realizado mediante la técnica cELISA en el estudio III, se 

decidió secuenciar un fragmento del gen RAP-1 de tres muestras de diferente 

procedencia española (Cáceres, Málaga y Segovia). Esta investigación se consideró 

necesaria, pues dicho gen es el que se emplea para la obtención de las proteínas 

recombinantes y los anticuerpos monoclonales empleados en el kit comercial cELISA. 

Con esta información se efectuó un estudio genético, empleando no sólo estas tres 

secuencias de 769 pb (números de acceso MH538120 al MH 538122), sino todas las 

disponibles en el GenBank (Tabla S2 del material adicional, estudio III). Tras realizar el 

análisis con el programa BLASTN 2.2.20 (Altschul et al., 1997), todas las secuencias 

españolas mostraban un 100% de homología con tres secuencias procedentes de Israel 

(KF059875, KF059877 y KF059879). Tras adaptar las secuencias a una longitud de 358 

pb (desde el nucleótido 290 hasta el 647, correspondientes a la secuencia completa del 

RAP-1, con número de acceso AF092736), se encontró una fuerte señal filogenética que 

permitió el establecimiento de clados usando el programa Network 4.1.1.1 (Fluxus 
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Technology Ltd.). En el cladograma resultante se pudo constatar la existencia de dos 

superclados a escala global (Figura 4, estudio III). El superclado A, agrupaba secuencias 

procedentes de África y del Mediterráneo, que se separaban en dos linajes: el A1 con 

secuencias de la cuenca mediterránea y el A2 con aquellas originarias de África. El 

superclado B incluía un gran número de secuencias del norte de Asia y de Sudamérica. 

Este clado también se dividía a su vez en tres linajes (B1, B2 y B3). El linaje B1 

mostraba una configuración parecida a la forma de una estrella, con secuencias del norte 

de Asia (Mongolia) y Norteamérica, así como con una rama de procedencia egipcia. El 

linaje B2 se localizaba geográficamente en áreas tropicales de Asia y Sudamérica. El 

tercer linaje (B3) estaba constituido por una secuencia aislada con origen en Mongolia. 

Así pues, se constató una importante separación a nivel genético entre las cepas de 

origen español y las de origen americano.  

 

 
 

5.2.- Estudio epidemiológico de la Piroplasmosis Equina 

en España 
 

Estudio II 

En el estudio II de esta tesis, se analizaron 3100 sueros procedentes de diferentes 

provincias españolas mediante IFI y se obtuvieron los siguientes resultados: la 

seroprevalencia total alcanzada fue del 52,45% (ES ± 0,009). De todas las muestras, 

1381 resultaron ser positivas a T. equi, es decir, el 44,55% (ES ± 0,009); mientras que 

643 sueros fueron positivos a B. caballi, por lo tanto, el 20,74% (ES ± 0,007). En 398 

casos (12,84%) se detectó una parasitación mixta (ES ± 0,006). 
 

Tras realizar el estudio estadístico empleando un modelo de regresión lineal para 

variables binarias, comprobamos que la edad (p<0,0001), la raza (p<0,004) y la 

localización geográfica (p<0,0001) eran variables significativamente asociadas a la 

presencia de PE, mientras que el color de la capa y el sexo no lo eran. 
 

De todas las comunidades autónomas muestreadas (Andalucía, Castilla y León, 

Castilla la Mancha, Madrid y Extremadura), la mayor seroprevalencia de PE se detectó 

en Castilla la Mancha (67,54%; p<0,001) y la menor en Madrid (38,14%; p<0,001). En 

ambos casos el resultado fue estadísticamente significativo, a diferencia de lo que 
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sucedió con el resto de las comunidades autónomas (Andalucía con una seroprevalencia 

del 50,95%, Castilla y León del 53,62% y Extremadura del 51,5%), según los resultados 

calculados empleando el método Monte Carlo. Si analizamos los resultados con 

respecto a cada parásito en particular, y debido a que los OR eran significativos, la 

localización geográfica resultó ser un factor de riesgo para la presencia de T. equi en 

Extremadura y Castilla y León. Además, Extremadura presentaba una seroprevalencia 

de B. caballi significativamente inferior que la mostrada en otras regiones.  

 

La edad media de los animales parasitados osciló entre los seis años (en 

Andalucía y Extremadura) y los diez (en Castilla y León). Si nos centramos en los 

resultados para T. equi, se ha comprobado que la diferencia en las medias de edad entre 

los animales positivos y negativos era de 1,27 (8,19 [95% IC:7,86-8,53] - 6,92 [95% 

IC:6,61-7,22]. Comprobamos que los intervalos de confianza no se solapaban, 

apoyándose así, el hecho de que la edad es un factor de riesgo para la presencia de PE. 

Además, podemos añadir que los OR se incrementaban entre los 2 y los 11 años de edad 

de los animales, acompañado del hecho de que hay un cambio en la significación 

estadística de los porcentajes de seroprevalencia a partir de los once años de edad, 

variando (pero no superando) la seropositividad entre 44% y 65% a partir de esa edad 

(datos en la tabla S3 del material adicional, estudio II). En el caso de B. caballi, la 

diferencia entre las medias de edad de los animales positivos y negativos era 

ligeramente superior a la de T. equi, pues resultó ser de 1,75 (8,89 [95% IC:8,31-9,57]- 

7,14 [95% IC:6,90-7,39]). El riesgo de infección aumentaba hasta los 12 años de edad, 

apareciendo valores entre el 20-45% de seropositividad. A partir de esta edad, no se 

encontraron diferencias significativas de seroprevalencia. 

 

Al referirnos a la raza de los animales, los valores OR nos indicaban que había 

una diferencia significativa entre las razas autóctonas (PRE y los caballos de raza 

Lusitana) y otras razas como los caballos PRA, los de raza PSI y los cruzados, entre 

otros. Así, los caballos de razas autóctonas presentaban una prevalencia menor que las 

otras razas. Mientras que parece que había una asociación significativa entre los 

caballos PRA y PSI y la presencia de B. caballi. 

 

Si nos centramos en la parasitación según el sexo del animal, podemos decir que, 

en general, los resultados no son muy diferentes entre los machos y hembras en ambas 
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Castillas, aunque sí varían en el resto de comunidades. Así, en el caso de T. equi en 

Extremadura, hay más hembras parasitadas que machos (diferencia de nueve puntos 

porcentuales). En Andalucía y Madrid el número de hembras con anticuerpos frente a B. 

caballi es mayor que en los machos (nueve y ocho puntos porcentuales de diferencia 

entre ambos sexos, respectivamente). Refiriéndonos a este mismo hemoparásito, en 

Extremadura predominan los machos que presentan anticuerpos (diferencia de siete 

puntos porcentuales con respecto a las hembras). 

 

En este estudio se demostró que T. equi era más seroprevalente que B. caballi, 

pero ambos parásitos estaban presentes en todas las provincias analizadas. Sin embargo, 

los resultados muestran que a medida que nos desplazamos hacia el norte, las 

seroprevalencias para ambos parásitos se van igualando. 

 

Estudio III 

En el estudio III se analizaron 235 muestras de caballos asintomáticos no sólo 

con la técnica mn-PCR, sino también con los kits comerciales de cELISA. En este 

estudio, la seroprevalencia total fue del 62,6% (n=147). En el caso de T. equi, el 61,7% 

de los caballos mostraron seropositividad (n=145), mientras que sólo el 3,8% de los 

sueros (n=9) poseían anticuerpos frente a B. caballi. De todos ellos, siete caballos 

resultaron ser positivos a ambos antígenos, es decir, padecían una parasitación mixta 

(3,0%). 

La prevalencia total detectada por mn-PCR fue del 72,8%. La prevalencia para 

T. equi fue del 66% y para B. caballi del 29,4%. Las infecciones por ambos parásitos se 

diagnosticaron en el 22,6% de los casos. 

El análisis estadístico de los resultados obtenidos por cada una de las técnicas, 

constató que los positivos obtenidos para B. caballi, tanto por cELISA como por mn-

PCR, no se asociaron significativamente a las variables edad y sexo. En cambio, los 

factores de riesgo asociados con la presencia de T. equi por cELISA fueron la edad 

(p=0,001) y el sexo (p=0,039), pero sólo la edad (p=0,001) en el caso de la mn-PCR 

(Tabla 2a). Aunque el análisis realizado mediante regresion logística confirmó que sólo 

la edad de los animales era un factor significativo. Los caballos más viejos eran los que 

tenían más posibilidades de ser positivos a T. equi por mn-PCR y cELISA, pero no fue 

posible confirmar estos mismos resultados para los datos obtenidos para B. caballi 

(Tabla 2b, estudio III).  
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5.3.- Desarrollo de la técnica PCR múltiple y anidada 

para el diagnóstico de la Piroplasmosis Equina 
 

Estudio III 

Las condiciones de la mn-PCR se probaron y ajustaron, usando ADN de un total 

de 24 muestras de sangres (controles tanto negativos como positivos), hasta que la 

prueba funcionó correctamente. Los caballos se consideraron positivos cuando al menos 

uno de los siete marcadores genéticos fue amplificado (18S rRNA, β-tubulina, EMA-1 y 

cytB para T. equi y 18S rRNA, β-tubulina y RAP-1 para B. caballi). La mn-PCR se 

diseñó a modo de código de barras, para que así, el peso molecular de los fragmentos 

amplificados de los genes específicos de B. caballi fuera superior a 300 pb y los 

específicos de T. equi por debajo de ese tamaño. Un caballo se diagnosticaba como 

portador de B. caballi cuando se observaba al menos una de las bandas de ADN por 

encima del límite de 300 pb, mientras que, en los casos de bandas con un peso 

molecular inferior a esos 300 pb, se consideraba infectado por T. equi. Una infección 

mixta era confirmada si al menos se amplificaba un gen específico de cada uno de los 

parásitos. 

Como hemos indicado anteriormente, el análisis de ADN realizado a las 235 

muestras de caballos asintomáticos incluidas en el estudio, mostró que el 72,8% de los 

animales (n=171) fueron positivos a PE. La prevalencia de T. equi resultó ser del 66% 

(n=155) mientras que para B. caballi fue del 29,4% (n=69). Las infecciones mixtas se 

detectaron en el 22,6% de los casos (n=53). 

 

 Con respecto al éxito de amplificación de los oligonucleótidos diseñados, 

podemos indicar que en general, es alto. Así, los cebadores para la amplificación de 

ADN de T. equi mostraron los siguientes resultados en las muestras diagnosticadas 

como positivas para dicho parásito (155/235): el gen de la β-tubulina se amplificó en 

142 de las muestras (91,6%), el cytB en 140 casos (90,3%) y el 18S rRNA en 137 

animales (88,4%). En contraste, el gen EMA-1 fue efectivo en el diagnóstico de 96 

caballos, es decir, el 61,3% de las muestras positivas a T. equi. Además, es interesante 

añadir que dicho gen aparecía en combinación con uno o varios de los genes restantes 

en 95 de los casos. Del total de 155 muestras diagnosticadas como positivas a T. equi, 

en 95 (61,2%) se amplificaron simultáneamente los 4 marcadores genéticos, en 30 
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muestras (19,4%) aparecieron tres de estos marcadores, en 15 de los casos (9,7%) dos 

genes y otros 15 caballos (9,7%) se diagnosticaron como positivos apareciendo una sola 

de las bandas de ADN. 

El análisis de las 69 muestras (69/235) confirmadas como positivas a B. caballi 

mostró los siguientes resultados: los fragmentos del gen RAP-1, 18S rRNA y β-tubulina 

fueron amplificados en 52 (75,4%), 46 (66,7%) y 41 (59,4%) de las muestras de ADN, 

respectivamente. En 26 de las muestras se amplificó ADN de los tres marcadores 

genéticos, en 18 de ellas, se observaron las bandas correspondientes a dos marcadores y 

en las restantes 25 muestras se diagnosticó como positivo al animal con la presencia de 

uno de los marcadores genéticos. 

Al realizar la electroforesis de las muestras sobre el gel de agarosa, pudimos 

comprobar que aparecía una banda inespecífica de un peso molecular de unos 250 pb. 

Para confirmar que esta banda era un fragmento inespecífico, los oligonucleótidos F-

inner (18Sequi y EMA-1) y R-inner (GM-tub y cytB) para T. equi, se marcaron con una 

molécula fluorescente (estos cebadores se pueden ver en la tabla 1 del artículo III) y los 

fragmentos amplificados mediante la mn-PCR, empleando los cebadores marcados, se 

detectaron en un analizador genético capilar ABI 3130 (Applied Biosystems). Las 

muestras empleadas para realizar esta comprobación fueron los controles positivos y el 

ADN de ocho muestras de animales enfermos (en fase aguda). Como hemos dicho, los 

productos obtenidos se visualizaron por electroforesis capilar (Figura 3, estudio III) para 

determinar el tamaño molecular exacto de todos los fragmentos amplificados, 

confirmando así, que ninguno de ellos se correspondía con la banda inespecífica. 
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5.4.- Comparación entre técnicas serológicas y 

moleculares de diagnóstico en Piroplasmosis Equina 
 

Estudio II 

En este estudio se realizó una comparación de la técnica IFI con la cELISA 

empleando 108 muestras. De todos los sueros analizados, 91 mostraban los mismos 

resultados por ambas técnicas (84,26%) en la detección de T. equi. Mientras que para B. 

caballi, surgieron discrepancias en 19 de las muestras, obteniendo los mismos 

resultados en el 82,41% de los casos (89 sueros). Al analizar más en detalle estos datos, 

observamos que siete sueros positivos a IFI fueron negativos empleando la cELISA y 

10 sueros fueron negativos por IFI y positivos mediante cELISA. En el caso de B. 

caballi, 16 caballos resultaron ser positivos mediante IFI, pero no mostraron reactividad 

en la prueba cELISA y tres caballos fueron negativos por IFI, pero positivos por 

cELISA. 

La concordancia entre ambas técnicas serológicas empleando el coeficiente κ de 

Cohen resultó ser κ=0,68 (68%) para T. equi (grado de acuerdo sustancial), valor 

bastante superior al obtenido para B. caballi, que fue κ=0,22 (22%), es decir, un grado 

de acuerdo discreto. 

 

 Estudio III 

 No sólo realizamos una comparación entre la técnica IFI y la cELISA 

(n=3100), sino que, además, comparamos los resultados obtenidos por cELISA y mn-

PCR (n=235). El análisis estadístico confirmó que la técnica mn-PCR detectaba una 

prevalencia de PE en caballos asintomáticos significativamente mayor si la 

comparábamos con la cELISA (χ2=18,581, df=1, p<0,001). Cuando se realizaron 

comparaciones entre la mn-PCR y la cELISA, usando la información de prevalencia de 

cada parásito por separado, se obtuvieron resultados similares a los obtenidos para la 

prevalencia total de PE (p=0,031 y p=0,0001 para B. caballi y T. equi, respectivamente), 

demostrándose en ambos casos, que la mn-PCR detectaría los caballos portadores 

asintomáticos de una manera más eficaz. Además, se hizo una comparación entre ambas 

técnicas empleando el índice κ de Cohen tanto para B. caballi como para T. equi, 

encontrándose una alta concordancia para T. equi (κ=0,83 ES ± 0,037; p=0,0001), 

siendo insignificante para B. caballi (κ=0,06 ES ± 0,040; p=0,13). 
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 La PE es una enfermedad distribuida por gran cantidad de países de todo el 

mundo (Uilenberg, 2006), presentándose como una parasitosis endémica difícil de 

controlar. Por ello, trabajos como los realizados en esta tesis, revelan la importancia 

tanto de los estudios epidemiológicos (conocimiento de la distribución y prevalencia), 

como de la mejora de las técnicas diagnósticas (sobre todo aquellas basadas en la 

amplificación de ADN), pues ayudan a disminuir su incidencia y, con ello, contribuir a 

su control. Para llegar a mejorar los métodos de diagnóstico, fundamentalmente 

moleculares, sería necesario aumentar el conocimiento relativo a la información 

genética aplicada al diagnóstico de esta hemoparasitosis. Teniendo en cuenta todas estas 

premisas, se desarrollaron los diferentes trabajos que conforman esta tesis doctoral. 

 

 

6.1.- Aportaciones al conocimiento genético de Babesia 

caballi 
 

Estudio I 

Algunos genes de B. caballi y T. equi han sido estudiados con un doble 

propósito, el desarrollo de técnicas diagnósticas y el análisis de filogenias. Genes como 

el 18S rRNA (común para ambos parásitos) o incluso el EMA-1 (exclusivo de T. equi) se 

han usado con estos fines.  

Así, para el gen 18S rRNA cabe citar los trabajos de Criado-Fornelio et al. 

(2004), Nagore et al. (2004), Bhoora et al. (2009), Bhoora et al. (2010b), Salim et al. 

(2010), Adaszek et al. (2011), Hall et al. (2013), Munkhjargal et al. (2013), Qablan et 

al. (2013), Seo et al. (2013), Kizilarslan et al. (2015), Liu et al. (2016), Guven et al. 

(2017) y Díaz-Sánchez et al. (2018). Y respecto al gen EMA-1 son Bhoora et al. 

(2010c), Kumar et al. (2013) y Munkhjargal et al. (2013), quienes realizaron las 

correspondientes aportaciones a la identificación de grupos genéticos mediante el 

establecimiento de las pertinentes relaciones filogenéticas de T. equi. 

 Sin embargo, otros genes son mucho menos conocidos, como es el caso del gen 

de la β-tubulina. En general, podemos decir que apenas existe información sobre este 

gen en las Babesias y, en particular, de B. caballi (Cacciò et al., 2000). En el estudio I 

de esta tesis describimos la secuencia de un fragmento de dicho gen obtenido de una 

cepa de procedencia española (Málaga), lo cual ha contribuido a conocer la profundidad 
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de la variación genética dentro de esta especie de piroplásmidos. Es una contribución 

relevante, ya que por primera vez se ha obtenido información molecular del gen de la β-

tubulina de una cepa procedente de infecciones en España (número de acceso 

KX358867). En nuestro estudio demostramos que existen diferencias, aunque con un 

grado de similitud molecular del 92%, entre las dos únicas secuencias conocidas del gen 

de la β-tubulina de B. caballi. Esta aportación es notable, pues al igual que veremos con 

el gen RAP-1, ayudará a realizar en el futuro un análisis profundo de la clasificación 

filogenética de esta especie de parásito, así como una mejora en el diagnóstico de este 

protozoo. En relación a esto último, se consiguió diseñar unos oligonucleótidos 

específicos para la amplificación de un fragmento de este gen (β-tubulina) mediante 

PCR (y que posteriormente se incluyó en la mn-PCR), así como el desarrollo de una 

PCR-RFLP que permitió el diagnóstico diferencial entre cepas de B. caballi. Cacciò et 

al. (2000) también emplearon esta técnica (PCR-RFLP) en la discriminación de 

parásitos, en concreto para la distinción de diferentes especies de Theileria y Babesia, 

pero en ningún caso para diferenciar cepas de una misma especie, como mostramos en 

nuestro estudio. 

 

Estudio III 

La aportación al conocimiento genético de B. caballi realizado en esta tesis 

doctoral no acaba aquí, ya que también se secuenció un fragmento del gen RAP-1 en el 

estudio III. Destacamos que, aunque también se han construido algunas filogenias 

basadas en dicho gen, son menos abundantes que las realizadas con otros genes como el 

18S rRNA (Bhoora et al., 2010b; Munkhjargal et al., 2013; Rapoport et al., 2014). 

Como consecuencia de la baja concordancia que encontramos entre la mn-PCR y la 

cELISA para B. caballi, sumado al aún amplio desconocimiento genético que existe 

sobre las cepas de procedencia española de esta especie, sólo se conocen secuencias del 

gen 18S rRNA aportadas por Criado-Fornelio et al. (2004) y Nagore et al. (2004), 

decidimos aportar información respecto al gen RAP-1 de muestras de nuestro país. Se 

eligió precisamente este gen porque el kit comercial cELISA para la detección de B. 

caballi emplea tanto la proteína recombinante como los anticuerpos monoclonales que 

se producen a partir de la expresión del RAP-1 (OIE, 2014). En el artículo III se 

utilizaron tres muestras de diferentes lugares de la geografía española (Segovia, en la 

comunidad autónoma de Castilla y León, Cáceres en Extremadura y Málaga en 

Andalucía), procedentes de caballos en una fase clínica aguda y con elevada 
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parasitemia. A partir de estas tres muestras, se obtuvieron secuencias con una identidad 

molecular del 100% del gen RAP-1, que una vez procesadas en el programa SEQUIN 

ver.1 (descargado de la página web del NCBI), fueron enviadas a la base de datos 

GenBank y, posteriormente, tras su revisión por la autoridad competente del GenBank, 

asignados los correspondientes números de acceso. Estas secuencias recibieron los 

siguientes números de acceso: MH538120, MH538121 y MH538122, estando 

disponibles actualmente mediante consulta pública para otros investigadores (anexo II 

de esta tesis). De nuevo, gracias a nuestras investigaciones se secuenció por primera vez 

un fragmento de un gen procedente de cepas españolas de B. caballi, pero en este caso 

del RAP-1. Como se ha publicado en el estudio III, se comprobó que era idéntica a tres 

secuencias procedentes de Israel. Tras realizar una reconstrucción filogenética usando 

metodología network o tridimensional (con secuencias del gen RAP-1 disponibles en el 

GenBank junto con las españolas), se comprobó que las secuencias se subdividían en 

dos superclados (A y B) claramente diferenciados, pero que a su vez contenían 

diferentes clados con distintas secuencias (figura 4, estudio III). En el superclado A se 

agruparon las secuencias procedentes de África y del arco mediterráneo, englobando las 

de España e Israel. El segundo, el superclado B, contenía secuencias procedentes de 

Asia y América. En 2010, en el árbol filogenético elaborado por Bhoora et al. (2010b) 

se separaban las cepas originarias de Sudáfrica y las americanas, formando dos ramas 

distintas, al igual que indicamos nosotros. Más tarde, Munkhjargal et al. (2013) también 

sitúan las cepas de Mongolia (asiáticas) en una rama distinta a las sudafricanas, pero 

junto a las americanas. Rapoport et al. (2014) publicaron un árbol filogenético que 

mostraba información muy similar a la que hemos aportado, pues indicaron que hay dos 

clados, en uno de ellos (B) se sitúaban las cepas de América, en el otro (A) las 

sudafricanas e israelitas. En nuestro cladograma, es destacable que se confirme que las 

secuencias españolas resultaran diferentes de las secuencias que pertenecen al 

superclado que incluye las cepas americanas y caribeñas. Este hecho es muy relevante, 

ya que permite preguntarse si las proteínas que se emplean en el kit comercial 

inmunoenzimático cELISA, fabricadas a partir del gen RAP-1 procedente de las cepas 

(americanas/caribeñas), son genéticamente tan diferentes de las encontradas en España 

que se pueda poner en entredicho su utilidad en relación al diagnóstico de B. caballi. 

Los estudios de Bhoora et al. (2010b), Munkhjargal et al. (2013) y Rapoport et al. 

(2014) apoyan esta teoría pues, como nosotros, encuentran diferencias genéticas 

relevantes entre cepas de distintos países, justificando con ello la ineficacia del kit para 
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el diagnóstico de B. caballi. Así, y de acuerdo con Bhoora et al. (2010b), se ha sugerido 

rediseñar este kit empleando un fragmento más conservado del gen RAP-1 de las cepas 

conocidas, con la intención de evitar los problemas de diagnóstico que están 

apareciendo en ciertos países. Por ello, toda la información molecular, la ubicación 

geográfica de las cepas y sus diferencias en base a su secuencia, son de gran valor. 

   

Hay que destacar, que el conocimiento genético de B. caballi (así como de T. 

equi) se está ampliando continuamente. Seguro que estas investigaciones van a permitir 

clarificar la clasificación taxonómica de estos protozoos y también ayudarán a mejorar 

las técnicas diagnósticas existentes, bien rediseñándolas o desarrollando alguna nueva. 
 

 

6.2.- Estudio epidemiológico de la Piroplasmosis Equina 

en España 
 

Estudio II 

Los resultados del estudio seroepidemiológico realizado en esta tesis doctoral 

(mediante la técnica IFI), nos han permitido confirmar que la PE no sólo es endémica en 

nuestro país, sino que su prevalencia en conjunto es bastante elevada (52,45%). Aunque 

no se han podido muestrear todas las comunidades autónomas, sí se han chequeado 

muchas de las provincias de España, pudiendo de este modo, mostrarse un mapa 

epidemiológico que podría acercarse bastante a la realidad de la PE en el conjunto de 

España. 

 

Son diferentes los estudios que han demostrado la presencia de la infección por 

B. caballi y T. equi desde hace años en el territorio español. Habela et al. (1989), 

Habela et al. (1995), Habela et al. (2005a) y Camacho et al. (2005) emplearon la técnica 

IFI para ello, y obtuvieron resultados que se asemejan a los presentados en este estudio. 

En cambio, los resultados expuestos por otros autores discrepan algo más con los 

obtenidos en nuestro trabajo (García-Bocanegra et al., 2013; Camino et al., 2016, 

2018). Estos investigadores usaron, preferentemente, la metodología cELISA. Así, se 

puede observar que los resultados indicados en las investigaciones anteriores, fueron 

similares cuando se empleó la misma técnica diagnóstica y diferían cuando se usaron 
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métodos distintos, pudiendo ser esta la razón que explicaría estas discrepancias, como 

indican ciertos autores (Kouam et al., 2010; García-Bocanegra et al., 2013; Guidi et al., 

2015), Fundamentalmente, las mayores diferencias se obtuvieron con respecto a la 

seroprevalencia de B. caballi, con resultados muy inferiores cuando se empleó la técnica 

cELISA. Quizás esto se deba a que en el test IFI se han empleado antígenos de cepas 

autóctonas y, así, los caballos positivos son detectados con mayor fiabilidad que con 

otras técnicas que no emplean dichas cepas autóctonas (como el kit comercial cELISA), 

tal y como indicaron Kuttler et al. (1988) y Prochno et al. (2014).  

Al analizar los resultados obtenidos en nuestro trabajo, en relación a la 

prevalencia de cada uno de los protozoos hemáticos que estamos estudiando, pudimos 

comprobar que la presencia de T. equi (44,55%) fue muy superior (más del doble) a la 

de B. caballi (20,74%). El hecho de que la prevalencia de T. equi fuera superior siempre 

a la de B. caballi, es algo en lo que sí coincidieron los resultados de las investigaciones 

llevadas a cabo en España (Habela et al., 1989; Habela et al., 1995; Habela et al., 

2005a; Camacho et al., 2005; García-Bocanegra et al., 2013; Camino et al., 2016, 

2018). Algunas razones que podrían explicar esta circunstancia son las siguientes: la 

presencia de diferentes especies de garrapatas (habilitadas o no para la transmisión de 

cada parásito), la inexistencia de tratamientos esterilizantes respecto a T. equi, por lo 

cual se mostraría más prevalente (Brüning, 1996; de Waal y Van Heerden, 1994) y 

porque B. caballi puede ser totalmente eliminada bien tras tratamientos con babesicidas 

o bien porque tiende a desaparecer del torrente sanguíneo tras un tiempo determinado, 

que oscila entre 1 y 4 años (de Waal y Van Heerden, 1994; Salim et al., 2008; 

Bartolomé del Pino et al., 2016). 

 

Hay que destacar que T. equi resultó ser más prevalente en las áreas del centro y 

sur peninsular, mientras que B. caballi predominaba en la zona norte (León, Palencia y 

Burgos), como así se desveló en nuestro estudio II (Montes et al., 2017, Figura 1) y 

como ya comprobaron Habela et al. (2000). Quizás este hecho se deba a la desigual 

distribución de las especies de ixódidos que pueden transmitir estos hemoparásitos, tal y 

como fue indicado en el estudio llevado a cabo por Habela et al. (2005b). 

 

Si hacemos una revisión de los resultados obtenidos por análisis serológico en 

diferentes estudios llevados a cabo en Europa, nos encontramos variaciones según el 

país y el método diagnóstico empleado. Incluso se detectan diferentes resultados de 
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seroprevalencia en los estudios epidemiológicos dentro de cada país como sucede en 

Italia (Moretti et al., 2010; Grandi et al., 2011; Sgorbini et al., 2015; Bartolomé del 

Pino et al., 2016; Zanet et al., 2017). Pero hay que destacar que en ningún estudio 

seroepidemiológico realizado en nuestro continente se han encontrado resultados 

superiores a los descritos en España. En Francia son muy similares (Guidi et al., 2015) 

y en otros países inferiores como en Grecia (Kouam et al., 2010), Italia (Moretti et al., 

2010; Grandi et al., 2011; Sgorbini et al., 2015; Bartolomé del Pino et al., 2016; Zanet 

et al., 2017), Portugal (Ribiero et al., 2013), Holanda (Butler et al., 2012) y Suiza (Sigg 

et al., 2010).  

 Si nos centramos en países pertenecientes a otros continentes, también se 

pueden observar grandes discrepancias en la seropositividad de esta hemoparasitosis 

con respecto a la que hemos obtenido en este estudio. Así, en algunos países de África, 

se detectaron seroprevalencias totales inferiores a la nuestra como, por ejemplo, Egipto 

(Mahmoud et al., 2016) y en otros, sin embargo, son superiores como es el caso de 

Sudáfrica (Motloand et al., 2008) y Sudan (Salim et al., 2008).  

En los estudios realizados en países del continente americano, se obtuvieron 

seroprevalencias superiores a las mostradas en nuestro estudio como, por ejemplo, en 

Brasil (Xuan et al., 2001c; Asgarali et al., 2007; Heim et al., 2007; Kerber et al., 2009; 

Vieira et al., 2013; Lobanov et al., 2018), Colombia (Tenter et al., 1988), Costa Rica 

(Posada-Guzmán et al., 2015) y Venezuela (Mujica et al., 2011). Pero en otros estudios 

se detectaron cifras inferiores, como en Venezuela (Rosales et al., 2011), mientras que 

en otros como México la seroprevalencia obtenida por IFI fue similar (Cantú-Martínez 

et al., 2012).  

En Asia la situación no es muy diferente a lo ya descrito para otros continentes. 

Algunos de los países en los que se detectó una mayor seroprevalencia son India, 

Mongolia y Turquía, al menos en los estudios de Sumbria et al. (2016b); Boldbaatar et 

al. (2005) y Akkan et al. (2003), respectivamente. La seroprevalencia fue similar en 

países como China (Xuan et al., 2002), zonas de Mongolia (Munkhjargal et al., 2013), 

Pakistán (Hussain et al., 2014) o regiones de Turquía (Acici et al., 2008), e inferior en 

Arabia Saudí (Alanazi et al., 2012), ciertas áreas de China (Xu et al., 2003), Emiratos 

Árabes Unidos (Jaffer et al., 2010), Japón (Ikadai et al., 2002), Jordania (Abutarbush et 

al., 2012), Korea (Seo et al., 2011), Tailandia (Kamyingkird et al., 2014) y algunas 

zonas de Turquía (Karatepe et al., 2009).  
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Son distintas las razones que explicarían el hecho de que existan diferencias 

entre estudios realizados en distintos países de diferentes continentes, y con las que 

estamos de acuerdo, por ejemplo, las diferencias entre las especies de garrapatas 

presentes en cada uno de estos países que podría deberse a diferencias climáticas 

(Kouam et al., 2010; Grandi et al., 2011; Steinman et al., 2012; Sumbria et al., 2016 a, 

2016b; Guimarães et al., 2016), la técnica diagnóstica empleada (Kouam et al., 2010; 

Farkas et al., 2013; García-Bocanegra et al., 2013; Guidi et al., 2015; Guimarães et al., 

2016), el número y distribución de muestras analizadas (García-Bocanegra et al., 2013; 

Guimarães et al., 2016) o bien el manejo de los animales muestreados (Kouam et al., 

2010; Vieira et al., 2013; Guidi et al., 2015; Guimarães et al., 2016).  

 

A continuación, nos centraremos en los diferentes factores de riesgo que están 

implicados en la presencia de la PE.  

En el estudio seroepidemiológico realizado mediante la técnica IFI, detectamos 

que el color de la capa no estaba relacionado con una mayor seropositividad de los 

caballos, a diferencia de lo que indicaron otros autores (Aharonson-Raz et al., 2014). Es 

cierto que hay muy poca información relacionada con este factor de riesgo, por lo que se 

necesitaría ahondar más sobre ello. 

 

Hemos demostrado que otros factores de riesgo de la PE sí estaban asociados 

significativamente con la seropositividad, como el origen geográfico. Constatamos que 

hay diferencia de seropositividad entre las diferentes comunidades autónomas 

analizadas, la cual oscila entre el 38,14% y el 67,54%. Podemos esgrimir los mismos 

argumentos para explicar las diferencias encontradas entre puntos geográficos de 

nuestro país que para las diferencias de seroprevalencia entre países, siendo 

especialmente relevante la diferente distribución de las especies de garrapatas, debida 

quizás a las diferencias climáticas entre zonas (Moretti et al., 2010) y las distintas 

prácticas de manejo que pueden favorecer o no el contacto con garrapatas, como puede 

ser el hecho de pastar o pasear por el campo o bien el mantenimiento en boxes de los 

animales (Moretti et al., 2010; Steinman et al., 2012; Peckle et al., 2013; Rapoport et 

al., 2014; Davitkov et al., 2016; Zanet et al., 2017). Al igual que sucede en nuestro 

estudio, otros autores mostraron en numerosos países, que la procedencia geográfica era 

un factor de riesgo (Kerber et al., 1999; Boldbaatar et al., 2005; Asgarali et al., 2007; 

Acici et al., 2008; Karatepe et al., 2009; Kouam et al., 2010; Dos Santos et al., 2011; 
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Seo et al., 2011; Abutarbush et al., 2012; Steinman et al., 2012; García-Bocanegra et 

al., 2013; Bartolomé del Pino et al., 2016; Sumbria et al., 2016b). Sin embargo, 

Asgarali et al. (2007) no encontraron una asociación significativa entre zonas 

geográficas distintas y la seroprevalencia, al menos para T. equi, aunque sí para B. 

caballi, siendo quizás el bajo número de muestras analizadas en dicha investigación, lo 

que explicaría este sesgo. Zanet et al. (2017) también indicaron que no existía relación 

entre parasitación y área geográfica, pero podría deberse a que las provincias donde se 

recogieron las muestras estuvieran muy próximas entre sí, por lo que compartirían un 

clima similar y, concomitantemente, las mismas especies de garrapatas. 

 

Al analizar la influencia de la raza, constatamos que era un factor de riesgo, 

presentando menor seroprevalencia las razas autóctonas de la Península Ibérica (Pura 

Raza Español y Lusitano). Ello podría deberse a una mayor adaptación de estas razas a 

la presencia de cepas autóctonas del parásito debido a un contacto prolongado durante 

muchas generaciones y una evolución paralela. Ciertos autores también han demostrado 

una asociación significativa entre la raza y la presencia de estos parásitos (Sevinc et al., 

2008; Steinman et al., 2012; Aharonson-Raz et al., 2014; Bartolomé del Pino et al., 

2016). Otros indicaron que no hay relación entre la raza y la parasitación por T. equi 

(Golynski et al., 2008; Bahrami et al., 2014). Al igual que pasaba con el color de la 

capa, son pocos los estudios que hay sobre este factor de riesgo, por lo que sería 

interesante incluirlo en investigaciones futuras. 

 

Si nos centramos en la edad como factor de riesgo, los resultados obtenidos por 

la prueba IFI confirmaron que los animales más jóvenes suelen mostrar más 

seronegatividad, aumentando progresivamente el porcentaje de seropositividad para 

ambos parásitos con la edad del caballo. Dicho porcentaje se estabiliza a una edad que 

oscilaba entre los 11 y los 14 años. A partir de los 11 años de edad, la seroprevalencia 

para T. equi fue bastante superior (44-65%) que para B. caballi (20-45%). Este mismo 

patrón fue descrito por otros autores (Vieira et al., 2013). Al comparar los resultados 

obtenidos para T. equi mediante cELISA y mn-PCR, se demostró que la edad era un 

factor de riesgo, pues había más probabilidad de que un caballo entre 2 y 11 años fuera 

parasitado por este protozoo, porque tienen más posibilidades de entrar en contacto con 

garrapatas infectadas, como también refirieron otros autores (Rüegg et al., 2007; Kouam 

et al., 2010; Cantú-Martínez et al., 2012; Zanet et al., 2017; Camino et al., 2018). Los 
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resultados obtenidos por IFI, mostraban que, hasta la edad de los 12 años, el factor edad 

estaba relacionado significativamente con la positividad a B. caballi (estudio II). Sin 

embargo, no se pudo demostrar que este factor estuviera asociado significativamente a 

la presencia de dicho parásito cuando se emplearon las técnicas cELISA y mn-PCR 

(estudio III). El diferente número de muestras (menor en estudio III) o la distribución de 

las muestras en los diferentes grupos de edad, son razones que podrían explicar estas 

discrepancias entre las técnicas usadas, como también señalaron Olivera y García 

(2001), Asgarali et al. (2007) y Vieira et al. (2013). Por lo tanto, los resultados 

obtenidos por las diferentes técnicas que hemos empleado, indicaron que la presencia de 

T. equi estaba relacionada con la edad, a diferencia de lo que sucedía en el caso de B. 

caballi, circunstancia que también destacaron Guidi et al.  (2014) y Bartolomé del Pino 

et al. (2016) en sus trabajos. Este hecho tendría una explicación, pues sabemos que a 

medida que el animal envejece tiene más probabilidad de ser infectado debido al 

reiterado contacto con el ixódido vector. Máxime cuando se sabe que el sistema 

inmunitario del hospedador no es capaz de eliminar T. equi, y de este modo, los caballos 

se convierten en portadores crónicos de por vida. Además, no existe un tratamiento 

eficaz que consiga destruir este hemoparásito (de Waal y Van Heerden, 1994; Brüning, 

1996, Asgarali et al., 2007; Guimarães et al., 2016). En el caso de T. equi, los animales 

tienen muchas posibilidades de reinfección debido a su transmisión transestadial. Por el 

contrario, B. caballi tiende a eliminarse de la sangre (de Waal y Van Heerden, 1994), 

detectándose menos positivos a medida que se analizan animales de mayor edad. Otros 

estudios demostraron que la edad no es un factor de riesgo como así lo indican 

Abutarbush et al. (2012) en Jordania; Cantú-Martínez et al. (2012) en Méjico, Ribeiro 

et al. (2013) en Portugal; Hussain et al. (2014) en Paquistán; Abedi et al. (2014) y 

Malekifard et al. (2014) en Irán; Acici et al. (2008) y Kizilarslan et al. (2015) en 

Turquía; Posada-Guzmán et al. (2015) en Costa Rica y Davitkov et al. (2016) en la 

región de los Balcanes. Numerosas son las razones que aportan los distintos autores 

para explicar el hecho de que en unas investigaciones se compruebe que la edad es un 

factor de riesgo y en otras no, entre estas razones cabe destacar el sesgo que puede 

provocar la diferencia en la cantidad de muestras analizadas en cada estudio, la 

distribución de animales en los distintos grupos de edad creados para el análisis 

estadístico o las distribuciones desequilibradas de las edades que se muestrean. 
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Respecto al sexo como factor de riesgo, los resultados de nuestros estudios 

(estudio II y III) indicaron que no influye en esta enfermedad cuando empleamos la 

técnica IFI y la mn-PCR para el diagnóstico. Sólo se mostró como un factor asociado 

significativamente a su presencia en el caso de emplear el test cELISA, y únicamente 

para T. equi, no para B. caballi. Por lo tanto, nuestros análisis determinaron en general, 

que, en igualdad de condiciones, el sexo del equino no sería realmente un factor de 

riesgo. Este hecho puede ser debido a las prácticas de manejo que se llevan a cabo en 

nuestro país, pues los animales jóvenes, ya sean machos o hembras, suelen criarse en el 

campo, aumentando las posibilidades de contacto con garrapatas y, por lo tanto, 

favoreciendo el contagio de la enfermedad independientemente del sexo. Otros muchos 

estudios realizados por diferentes autores, tanto fuera como dentro de Europa, coinciden 

con nosotros, demostrando que el sexo no es un factor de riesgo: Ribeiro et al. (2013) 

en Portugal, Farkas et al. (2013) en Hungría, Mujica et al. (2011) en Venezuela, Cantú-

Martínez et al. (2012) en Méjico, Posada-Guzmán et al. (2015) en Costa Rica, 

Abutarbush et al. (2012) en Jordania, Munkhjargal et al. (2013) en Mongolia, Abedi et 

al. (2014) y Malekifard et al. (2014) en Irán, Karatepe et al. (2009) y Kizilarslan et al. 

(2015) en Turkía y Hussain et al. (2014) en Pakistán, entre otros. Sin embargo, otros 

estudios como los realizados por Rüegg et al. (2007), Moretti et al. (2010) y Guidi et al. 

(2014), sí determinaron que el sexo es un factor relacionado con la presencia de esta 

parasitación. En concreto, en estos trabajos se comprobó que los machos reproductores 

tienen menos posibilidades de contagio, pues no suelen pastar libremente en el campo, y 

por extensión, el contacto con garrapatas es más limitado. En cambio, otras 

investigaciones demostraron que los machos presentaban un nivel mayor de 

seropositividad (Sevinc et al., 2008; Munkjargal et al., 2013). La existencia de esta 

controversia, quizás fuera debida a diferencias en la forma de manejo o de las 

condiciones de alojamiento de los animales. Así, de acuerdo con lo que ya indicaban 

Shkap et al. (1998), el diferente manejo influiría en la presencia o ausencia de la 

enfermedad en individuos de diferente sexo. Es más, Botteon et al. (2002) demostraron 

que el sistema de crianza (extensivo, semiextensivo e intensivo) es un factor de riesgo 

asociado estadísticamente con la presencia de PE, y sería el pastoreo de los animales lo 

que favorecería su contagio (Abutarbush et al., 2012). 

 

En resumen, las discrepancias entre los resultados obtenidos en los trabajos 

incluidos en esta tesis y los de otras investigaciones, con respecto a factores de riesgo 
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tales como el sexo y la edad, podrían depender de los parámetros que se analizan en 

cada estudio como son el tamaño muestral, tipo de explotación y prácticas de manejo. 

 

Finalmente, podemos resaltar que nuestras investigaciones revelaron (con un 

tamaño muestral considerablemente importante) que los factores realmente asociados 

con la presencia de esta enfermedad en la cabaña equina española fueron: la 

procedencia geográfica, raza y edad (este último fundamentalmente para T. equi). Otros 

factores como el sexo y el color de la capa no estuvieron asociados significativamente 

con la seroprevalencia obtenida. 

 

 

 

6.3.- Desarrollo de la técnica PCR múltiple y anidada 

para el diagnóstico de la Piroplasmosis Equina 
 

Desde hace unos años, y cada vez con más frecuencia, se emplean técnicas de 

biología molecular como la PCR. Ciertos autores apoyan, además, el hecho de que la 

combinación de diferentes metodologías diagnósticas (moleculares y serológicas) es la 

manera más eficaz de diagnosticar la PE (Wise et al., 2013).  

Si nos centramos en concreto en las metodologías moleculares del ADN, la idea 

de combinar variantes de la PCR se ha venido empleado desde hace años, pues de esta 

manera se consigue aumentar la sensibilidad y especificidad. Una de las variantes que se 

ha probado es la PCR múltiple en tiempo real (mRT-PCR), que aplican autores como 

Heim et al. (2007). Ellos determinan que esta técnica es muy eficiente en la detección 

de animales enfermos, ya sea en fase aguda o crónica, mostrándose así, como una 

técnica útil para el diagnóstico. En dicho estudio se emplearon cebadores diseñados a 

partir de los genes EMA-1 y BC48 (RAP-1), cada uno de una especie diferente, esto es, 

un solo gen de cada especie.  

También, con este objetivo (combinar ciertas variantes de la PCR para aumentar 

la eficacia de dicha técnica), unificamos la mPCR y la nPCR, técnica que se denominó 

PCR múltiple anidada (multinested PCR ó mn-PCR). La elección de la mPCR se hizo 

en base a que ciertos autores consultados (Alhassan et al., 2005), indican que aporta una 

alta sensibilidad y muy buena especificidad cuando se aplica para la detección de los 
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piroplásmidos equinos y ha sido empleada con éxito por varios investigadores (Rüegg et 

al., 2007; Rosales et al., 2013; Abedi et al., 2014; Malekifard et al., 2014). Otros, por el 

contrario, indicaron que esta metodología no parece aumentar la sensibilidad del 

diagnóstico (Leal et al., 2011). Con la elección y puesta a punto de la nPCR, se obtuvo 

un aumento, fundamentalmente, de la sensibilidad. Pero también de la especificidad 

(Carr et al., 2010; Wanger et al., 2017) de la propia mPCR y, por ende, de la nueva 

técnica que desarrollamos (mn-PCR). Esto se logró porque en la segunda fase nPCR se 

reduce la amplificación de fragmentos inespecíficos y se facilita la detección del 

parásito en muestras con pocas copias de la secuencia problema, algo que puede ser 

realmente útil, sobre todo para animales parasitados por B. caballi o para animales 

crónicos en general (Baldani et al., 2008). Además, la PCR anidada requiere de un 

equipamiento convencional que es poco sofisticado, a diferencia de lo que ocurre con 

otras variantes, por ejemplo, la RT-PCR. Incluso, se ha demostrado que esta técnica 

(nPCR) puede detectar el parásito en infecciones recientes antes de lo que lo hacen las 

pruebas serológicas, las cuales necesitan de la presencia en circulación sanguínea de 

anticuerpos (Jaffer et al., 2010). 

 

La elección de los genes que se emplearon para el diseño de los cebadores de 

nuestra prueba se basó principalmente en dos criterios: (1) pertenecer al grupo de los 

genes que son empleados por un mayor número de autores (pues fundamentalmente 

seleccionamos los genes más empleados) y (2) aquellos con mayor cantidad de 

información molecular en la base de datos GenBank del NCBI (seleccionamos 

principalmente los genes con más secuencias disponibles para diseñar unos 

oligonucleótidos que permitiesen, en la medida de lo posible, amplificar el mayor 

número posible de cepas, es decir, se les exigía universalidad). Por ello, elegimos los 

genes que se detallan a continuación. Los tres primeros (18S rRNA, EMA-1 y RAP-1) 

son los más empleados en la PCR. Además, EMA-1 y RAP-1 se han utilizado para la 

estandarización de la técnica cELISA como explican Knowles et al. (1991a) y 

Kappmeyer et al. (1999) 

 

- Gen 18S rRNA: Bashiruddin et al. (1999), Criado-Fornelio et al. (2003), 

Rampersad et al. (2003), Nagore et al. (2004), Alhassan et al. (2005), et al. 

(2008), Kim et al. (2008), Salim et al. (2008), Fritz, D. (2010), Kouam et al. 

(2010b), Sloboda et al. (2011), Seo et al. (2011), Ibrahim et al. (2011), Butler et 
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al. (2012), Laus et al. (2013), Qablan et al. (2013), Alanazi et al. (2014), Abedi 

et al. (2014), Gallusová et al. (2014) y Zanet et al. (2017). 

- Gen EMA-1: Nicolaiewsky et al. (2001), Ueti et al. (2003), Alhassan et al. 

(2005), Alhassan et al. (2007b), Baldani et al. (2008), Motloang et al. (2008), 

Salim et al. (2008), Baptista et al. (2013), Ayala-Valdovinos et al. (2014) y 

Ebrahimi et al. (2018). 

- Gen RAP-1: Alhassan et al. (2005), Alhassan et al. (2007c), Heim et al. (2007), 

Salim et al. (2008), Motloang et al. (2008), Bhoora et al. (2010b) y Rapoport et 

al. (2014). 

- Gen de la β-tubulina: Cacciò et al. (2000) y Montes et al. (2017a). Este gen no 

se ha empleado mucho en el diagnóstico de piroplásmidos, pero decidimos 

usarlo porque ya habíamos trabajado exitosamente con él en el estudio I. 

- Gen cytB: añadir este gen de T. equi en el diseño de los cebadores fue razonable 

en base al mayor número de copias del material genético de la mitocondria en 

los eucariotas. En concreto, es un elemento extracromosómico, con un elevado 

número de copias disponibles para su amplificación, por lo que su uso 

aumentaría la sensibilidad de la prueba. Además, es un gen universal (siempre se 

localiza en las mitocondrias) como indican Tian et al. (2013), por lo que podría 

ser una de las opciones más acertadas para el diagóstico de esta parasitosis.  

 

Según los resultados del análisis de las 235 muestras del estudio III, podemos 

decir que en más del 90% de las muestras positivas a T. equi se evidenció el fragmento 

amplificado del gen de la β-tubulina (91,6%) y del gen cytB (90,3%), por lo que parecen 

ser bastante útiles en el diagnóstico de este hemoparásito. El uso de los cebadores de la 

β-tubulina en la detección de B. caballi también fue exitoso (en más del 75% de las 

muestras positivas se amplificó este gen). Por lo tanto, el uso de estos genes (menos 

empleados) creemos que está justificado y lo consideramos acertado según nuestro 

criterio. No tenemos constancia de que otros autores hayan empleado estos dos genes en 

el diagnóstico rutinario de T. equi y B. caballi o para la realización de estudios 

epidemiológicos. 

 

Lobanov et al. (2018), han desarrollado recientemente una PCR que es 

cuantitativa y dúplex (dúplex qPCR). Y aunque es un procedimiento diferente, pues su 

técnica emplea una qPCR y la nuestra (mn-PCR) una nPCR, las dos son efectivas para 
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la detección de animales crónicos (Baldani et al., 2008). Por otra parte, y quizás sea el 

dato más destacable, ambos estudios desarrollan una mPCR, aunque Lobanov et al. 

(2018) sólo emplean una pareja de cebadores para cada uno de los hemoparásitos a 

detectar, y por ello, no es una múltiple dentro de especies. En el trabajo de Lobanov et 

al. (2018), se usó el gen EMA-1 para T. equi (con cebadores diseñados por los propios 

autores) y el gen 18S rRNA para B. caballi (con cebadores diseñados por Bhoora et al., 

2010a). El primero de los genes es específico del citado parásito, el segundo es un gen 

presente en ambos parásitos y está muy conservado. Ambos fueron también elegidos 

para incluirlos en la mn-PCR por estas características, pero con cebadores diseñados 

para cada parásito cuando fue posible. Por ello, tanto los resultados obtenidos por 

Lobanov y sus colaboradores, como los nuestros, confirman que son técnicas muy 

satisfactorias en la detección de T. equi. Así, la mn-PCR detecta una prevalencia de este 

parásito de 65,96% en España, que es elevada, aunque no tanto como la detectada por 

Lobanov et al., que se acerca al 90% en Brasil. En el caso de los resultados en Brasil, 

las prevalencias estarían en general en la línea de resultados obtenidos por otros autores, 

mientras que, en España la prevalencia sería superior a la encontrada por otros 

investigadores en trabajos seroepidemiológicos (datos mostrados en las tablas 3 y 6, 

apartado 2.5 de la presente tesis). Sin embargo, la dúplex qPCR no resultó tan exitosa 

para la infección por B. caballi, a diferencia de lo que sucedía con los resultados 

obtenidos por la mn-PCR, que fueron mejores en la amplificación de fragmentos de 

ADN de este parásito. Quizás los peores resultados obtenidos por Lobanov et al. (2018) 

derivan de que ellos no han profundizado tanto como nosotros en la investigación 

molecular, con el consiguiente riesgo de que los oligonucleótidos utilizados por dichos 

autores no sean tan efectivos.   

En general, los investigadores que han empleado una mPCR lo hacen 

incorporando cebadores que amplifican uno sólo de los genes de cada parásito 

(Alhassan et al., 2005; Rüegg et al., 2007; Motloang et al., 2008; Malekifard et al., 

2014; Davitkov et al., 2016; Sumbria et al., 2016; Guven et al., 2017; Lobanov et al., 

2018), es más, la mayoría de ellos emplean los cebadores diseñados por Alhassan et al. 

(2005), basados únicamente en el gen 18S rRNA. En nuestro caso fuimos más allá, 

usamos siete pares de cebadores, cuatro de estas parejas permitían la amplificación de 

ADN de cuatro genes distintos de T. equi (18S rRNA, β-tubulina, EMA-1 y cytB) y tres 

de las parejas amplificaban otros tantos genes de B. caballi (18S rRNA, β-tubulina y 

RAP-1). La ventaja de emplear más marcadores genéticos consiste en que el ADN no es 
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una sustancia homogénea en los genes que pueda contener, por ello, cada vez que se 

pipetea una muestra del ADN problema diluido se puede recoger uno o varios genes 

del/de los parásito/s, sobre todo en parasitemias muy bajas. Esto es relevante 

fundamentalmente cuando las concentraciones aportan cantidades limitantes del ADN 

del parásito, que puede estar fuertemente diluido. Así, al emplear cebadores para un 

mayor número de genes, se incrementa la probabilidad de detectar uno cualquiera de 

esos genes y, con ello, más animales infectados, siendo más relevante esta afirmación 

para aquellos que sufren procesos crónicos. Además, salvo los cebadores “outer” 

empleados para detectar el gen 18S rRNA en la primera fase de la mn-PCR, todos los 

demás han sido diseñados para desarrollar dicha prueba, a partir de toda la información 

genética disponible en la base de datos GenBank (secuencias mostradas en la tabla S1 

del estudio III) y siempre seleccionando las zonas conservadas de las secuencias dentro 

de la misma especie con intención de coamplificar los dos parásitos, para 

posteriormente usar zonas no conservadas entre especies con intención de discriminar 

ambos protozoos.  

 

Parece que la eficacia alcanzada con la mn-PCR es elevada, pues el porcentaje 

de detección de animales positivos es destacado (prevalencia total de 72,77%). Nuestros 

resultados evidencian una mayor prevalencia que la mostrada por otros estudios 

realizados en España (Camacho et al., 2005; Habela et al., 2005a; García-Bocanegra et 

al., 2013; Camino et al., 2016; Montes et al., 2017b). Esta diferencia podría deberse al 

uso de distintas técnicas diagnósticas, ya que esos autores han empleado métodos 

serológicos (IFI o cELISA) y en el nuestro estudio (estudio III) se ha desarrollado una 

técnica diagnóstica molecular. La diferencia de sensibilidad y especificidad entre estos 

métodos (serológicos y moleculares) podría afectar a la prevalencia mostrada en dichos 

estudios. Estos datos son interesantes, pues la IFI es una técnica que se ha empleado 

mucho en España y es de referencia para la OIE (2014), al igual que lo es la cELISA, en 

el diagnóstico de animales que traspasan fronteras (por exportación o por la asistencia a 

eventos deportivos y/o exposiciones). 

 

De acuerdo con la bibliografía consultada, es la primera vez que se diseña una 

PCR múltiple anidada con tanta cobertura, en lo que a número de genes amplificados se 

refiere, para el diagnóstico de la infección por B. caballi y T. equi, resultando ser muy 

efectiva en nuestro país. 
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6.4.- Comparación entre técnicas serológicas y 

moleculares de diagnóstico en Piroplasmosis Equina 
 

El estudio comparativo entre las técnicas serológicas IFI y cELISA se justifica 

porque esta última técnica se está imponiendo como uno de los métodos diagnósticos 

oficialmente empleados en los laboratorios de países de todo el mundo, ya que se 

presupone de una elevada eficacia. Estudios previos aplicando el kit comercial cELISA 

(VMCR®, Inc. Pullman, WA, USA) en nuestros laboratorios (Montes, 2006), indicaron 

un bajo nivel de detección de anticuerpos frente a B. caballi, cuando se comparó con los 

resultados obtenidos por la técnica IFI. El número de muestras testadas por ambas 

técnicas en el estudio II rebasó la centena (n=108). El valor κ para T. equi (κ=0,68) fue 

muy superior en comparación con el obtenido para B. caballi (κ=0,22). Golynski et al.  

(2008) encontraron un valor del índice κ superior para T. equi (κ=0,87) que el obtenido 

en nuestro estudio, pero mostrando, como nosotros, un porcentaje de positividad por IFI 

superior al obtenido mediante ELISA. Los datos obtenidos en el estudio de 

Kamyingkird et al. (2014) también apoyan esta última afirmación. Asimismo, otros 

autores (Shkap et al., 1998) han indicado que hay una elevada concordancia entre 

ambas pruebas (IFI y cELISA), pero sin calcular el índice κ. Mahmoud et al. (2016), 

pese a determinar que no hay una diferencia estadística significativa entre la capacidad 

diagnóstica de la IFI y la cELISA, indicaron que la primera prueba era más efectiva que 

la segunda en el diagóstico de B. caballi. La técnica cELISA, en comparación con otras 

técnicas serológicas, como la propia IFI, parece estar fallando en países como Egipto 

(Mahmoud et al., 2016), Sudáfrica (Bhoora et al., 2010b) y España, como ya hemos 

indicado (estudio II). Una de las explicaciones más lógica y simple sería la existencia de 

diferencias genéticas que afectan a la homología de los antígenos entre las cepas de cada 

país y las usadas para fabricar el kit cELISA. Esta afirmación tiene fundamento 

biológico si atendemos a que la cepa con la que se fabrica el kit es de origen americano. 

Además, de acuerdo con nuestro análisis filogenético (estudio III), las cepas americanas 

y mediterráneas fueron genéticamente divergentes. Ello sugiere la existencia de 

abundante diversidad genética entre cepas de B. caballi, lo cual estaría afectando al uso 

y validez universal del kit en relación a este parásito (volveremos a incidir en este hecho 

más adelante). Desde nuestro punto de vista, resulta lógico, pues el uso de antígeno 

autóctono para la IFI, tal y como nosotros hemos hecho, proporciona mayor capacidad 
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para el diagnóstico, como ya observaron otros autores (Kuttler et al., 1988; Prochno et 

al., 2014). Por este motivo, y de acuerdo con Mahmoud et al. (2016), sugerimos que la 

mejora del diagnóstico serológico de B. caballi pasa necesariamente, por emplear 

antígenos basados en genes distintos o bien pruebas diagnósticas alternativas al 

cELISA. 

 

Respecto a la prevalencia total obtenida mediante el empleo de la mn-PCR en el 

estudio III (72,8%), se ha podido comprobar que es superior a la detectada por IFI 

(52%) en el estudio II. Esta diferencia podría explicarse por el hecho de que la mayoría 

de las muestras analizadas por mn-PCR (205/235) proceden de una sóla área de 

muestreo, donde ya previamente habíamos comprobado la existencia de una alta 

seroprevalencia (empleando la técnica IFI). Mientras que las 3100 muestras analizadas 

en el estudio seroepidemiológico provenían de distintas áreas situadas en diferentes 

provincias de varias regiones de la geografía española, por lo tanto, de distintos tipos de 

explotaciones, con diversas formas de manejo y con prevalencias dispares entre ellas. 

Otra razón que explicaría la diferencia de prevalencias entre la mn-PCR y la IFI, sería la 

distinta sensibilidad y especifidad existente entre las técnicas moleculares y serológicas, 

como ya indicábamos anteriormente. 

 

De nuevo, y tal y como sucedió con las técnicas serológicas cELISA e IFI, el 

porcentaje de positividad obtenido mediante mn-PCR para T. equi, resultó superior que 

para B. caballi, por lo que podemos afirmar que T. equi es más prevalente 

(independientemente de la técnica diagnóstica empleada). Otros muchos autores han 

descrito esta misma situación en distintos países del mundo empleando diferentes 

técnicas diagnósticas (resultados detallados en las tablas de la 1 a la 6 del apartado 2.5 

de la presente tesis). Las razones de este hecho ya las hemos explicado anteriormente. 

Sin embargo, una minoría de autores, informaron que la situación en sus estudios era 

inversa, siendo B. caballi más prevalente que T. equi (Xuan et al., 2001c; Ikadai et al., 

2002; Asgarali et al., 2007; Acici et al., 2008; Moretti et al., 2010; Kerber et al., 2011; 

Mujica et al., 2011; Butler et al., 2012; Laus et al., 2013; Rosales et al., 2013; 

Munkhjargal et al., 2013; Wang et al., 2014; Mans et al., 2015). De acuerdo con Mujica 

et al. (2011), la razón que justificaría esta diferencia de prevalencia, podría ser la mayor 

presencia de ciertas especies de garrapatas que serían más adecuadas para la transmisión 

de B. caballi. 
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La comparación de la mn-PCR con la técnica cELISA fue de gran relevancia, 

pues ya habíamos constatado a través de la comparación IFI vs. cELISA resultados 

demasiado pobres en el diagnóstico de B. caballi en nuestro país. De ahí la necesidad de 

contrastar los resultados entre estos dos métodos diagnósticos (cELISA y mn-PCR). Los 

resultados obtenidos de esta comparación, confirmaban que la concordancia para estas 

dos pruebas frente a los antígenos de T. equi era elevada (κ=0,83), siendo superior a la 

encontrada entre la IFI y la cELISA (κ=0,68). Farkas et al. (2013) hicieron una 

comparación entre cELISA y PCR convencional, obteniendo un valor del índice κ 

semejante al nuestro (κ=0,80). Sin embargo, para B. caballi detectamos una 

concordancia muy baja (κ=0,06), y por ello, el kit parecía mostrar una baja fiabilidad en 

el diagnóstico de este parásito. Nuestros resultados con respecto a B. caballi, coinciden 

con los de otros autores en países como Sudáfrica (Bhoora et al., 2010b), Israel 

(Rapoport et al., 2014) o Egipto (Mahmoud et al., 2016), resultados que evidenciaron 

que el diagnóstico de B. caballi no resulta muy eficaz al emplear el kit cELISA 

comercial. Otros autores, por el contrario, observaron que la eficacia del kit comercial 

parece ser mejor para T. equi y/o B. caballi, que otras pruebas diagnósticas como la 

propia PCR. En este sentido, cabe citar los trabajos de Abutarbush et al. (2012) en 

Jordania; Baptista et al. (2013) en Portugal y las islas Azores; Posada-Guzmán et al. 

(2015) en Costa Rica; Mahdy et al. (2016) en Egipto; Sumbria et al. (2016b) en India y 

Lobanov et al. (2018) en Brasil. Bartolomé del Pino et al. (2016) testan las muestras 

positivas por cELISA también por RT-PCR, demostrando que no todas las muestras 

positivas por cELISA lo eran también por RT-PCR. Una explicación al hecho de que no 

coincidan los resultados de técnicas serológicas y moleculares en estos estudios, sería 

que los kits comerciales de cELISA emplean anticuerpos monoclonales y proteínas 

recombinantes sintetizados a partir de la información genética procedente de los genes 

EMA-1 (T. equi) y RAP-1 (B. caballi). Si dichos anticuerpos y proteínas no se sintetizan 

a partir de genes genéticamente conservados, el kit comercial podría no estar detectando 

adecuadamente algunas de las variantes genéticas de estos parásitos nativas de cada país 

y/o continente. 

 

Lobanov et al. (2018), compararon su mPCR (dúplex qPCR) con el kit 

comercial cELISA. En este trabajo demostraron que había un acuerdo sustancial para 

ambas pruebas con respecto a T. equi (κ=0,62), inferior al obtenido en nuestro trabajo 

(κ=0,83). Lo que indicaría que tanto la cELISA como la mn-PCR detectan este parásito 
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en nuestro país de una manera más eficaz. Sin embargo, respecto a B. caballi, el valor 

del índice κ es bastante similar, pues obtienen un resultado sólo ligeramente superior 

(κ=0,127) al obtenido en nuestro estudio (κ=0,06), que en ambos casos es insignificante 

(Landis y Koch, 1977). Esta falta de acuerdo tiene su causa más importante en una 

diferencia en la eficacia diagnóstica entre las pruebas serológicas y moleculares en 

relación a B. caballi. Así, el kit comercial no es muy efectivo en España (3,8% de 

sueros positivos), mientras que la mn-PCR sí lo es (29,4% de positividad). En Brasil, 

sin embargo, la dúplex qPCR muestra una menor eficacia (7,9% casos positivos) a 

diferencia de lo que ocurre con el cELISA, que detecta índices superiores de positividad 

(58,6%). Estas discrepancias señalan a nuestro favor, que la ineficacia de los 

oligonucleótidos empleados quizás podría evitarse utilizando más de un gen por especie 

cuando las cepas a detectar en cada país acumulan variación molecular en genes 

particulares, como hemos visto que sucede en el gen RAP-1. Los buenos resultados 

mostrados por el kit comercial cELISA en el estudio llevado a cabo por Lovanov et al. 

(2018), nos sugiere, como ya hemos explicado anteriormente, que este kit comercial 

cELISA estaría bien diseñado para el diagnóstico de las cepas de B. caballi de origen 

americano y no sería el más adecuado para la detección de otras originarias de países 

distintos, como España. 

Por otra parte, Coultous et al. (2018) compararon una serie de técnicas 

serológicas (RFC, IFI y kit comercial cELISA) con una nPCR (testando más de 1000 

muestras procedentes del Reino Unido). En ningún caso calcularon el acuerdo entre 

dichas técnicas, pero basándose en el porcentaje de positividad (seroprevalencia y 

prevalencia) indicaron que las técnicas serológicas eran más efectivas que la molecular, 

puesto que la seroprevalencia para T. equi fue del 8,0% y la prevalencia del 0,8%. Para 

B. caballi la seroprevalencia fue del 4,4% y no se detectó ningún caso positivo mediante 

nPCR. El hecho de que los métodos serológicos sean más eficaces que los moleculares 

(a diferencia de lo que muestra nuestro estudio) podría deberse de nuevo, a la ineficacia 

en la amplificación realizada por los cebadores empleados por estos autores, puesto que 

podrían no estar diseñados de forma adecuada para las cepas a detectar, y el empleo de 

una mPCR ayudaría a evitar dicha ineficacia, como ya hemos indicado anteriormente. 

Mahdy et al. (2016) compararon diferentes métodos para el diagnóstico de T. 

equi, como fueron la nPCR y la cELISA, concluyendo que la cELISA detectaba una 

menor positividad que la nPCR con significación estadística, tal y como sucede en 

nuestro estudio (estudio III).  
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Finalmente, podemos indicar que, tras la comparación realizada entre las 

diferentes técnicas diagnósticas (IFI vs. cELISA y cELISA vs. mn-PCR), hemos 

observado que las discrepancias surgen fundamentalmente, entre la técnica serológica 

cELISA y la técnica molecular mn-PCR en el diagnóstico de B. caballi. Ello de nuevo 

apunta, a la necesidad del desarrollo de una prueba cELISA más específica, teniendo en 

cuenta los hallazgos filogenéticos expuestos anteriormente (estudio III). 

 

 

 

Por último, y para cerrar este capítulo de discusión, sólo queda hacer especial 

hincapié, en que una de las finalidades más importantes de esta tesis doctoral ha sido la 

de desarrollar la técnica mn-PCR descrita anteriormente. Resaltar que es una técnica 

novedosa y efectiva, como demuestran los porcentajes de positividad que arroja. Es una 

metodología molecular que puede contribuir de una forma muy significativa al 

diagnóstico de la PE en España, por sí misma o bien en combinación con métodos 

serológicos, haciendo válido lo que indican otros investigadores (Moretti et al., 2010; 

Laus et al., 2013; Rapoport et al., 2014; Sgorbini et al., 2015; Mahdy et al., 2016). La 

aportación que hacemos dentro del ámbito del diagnóstico molecular, permitirá afrontar 

la detección de animales infectados (con independencia del curso de enfermedad) con 

una mayor fiabilidad, muy relevante en el caso de portadores crónicos. Esto también 

repercutirá favorablemente en la confianza de compradores procedentes del extranjero 

en ambas direcciones (exportación/importación), evitando la propagación de esta 

enfermedad entre regiones, países o incluso continentes. Esta técnica podría abrir 

puertas para el desarrollo de alguna otra metodología quizás, si cabe, más eficaz, al 

aportar diferentes juegos de cebadores, todos ellos eficaces tanto para diagnosticar T. 

equi como B. caballi. Sea como fuere, creemos que se ha hecho una aportación 

importante a la mejora del diagnóstico de esta hemoparasitosis. 
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- Se han aportado, por primera vez, secuencias genéticas de los genes de la β-

tubulina y RAP-1 de B. caballi de cepas españolas, demostrándose gran 

variabilidad genética en esta especie. Se confirmó, además, la existencia de estas 

diferencias genéticas entre las cepas de origen mediterráneo y las de otras 

procedencias. Ello denota que el conocimiento genético de este hemoparásito es 

aún incompleto. Nuestro trabajo demuestra la necesidad de profundizar en estos 

aspectos genéticos, lo que ayudaría a mejorar la sensibilidad y especificidad de 

las técnicas diagnósticas a emplear y, de este modo, contribuir al control de la 

PE. 

- En base a los resultados obtenidos en este estudio estamos en condiciones de 

considerar a España como un país endémico de PE. Esta endemicidad se puede 

calificar como inestable, lo que conlleva a la aparición de casos clínicos y 

sugiere tomar medidas oportunas de bioseguridad a la hora de realizar cualquier 

movimiento de animales de zonas aparentemente libres a zonas de riesgo o 

viceversa. 
  

- La prevalencia obtenida para T. equi fue superior a la de B. caballi, 

independientemente del método de diagnóstico empleado, particularmente, en el 

centro y sur de España. Hacia el norte peninsular parece que la presencia de 

ambos parásitos tiende a equilibrarse. 
 

- En nuestro estudio demostramos que son varios los factores de riesgo asociados 

a la presencia de la PE, destacando como principales: la localización geográfica, 

la raza y la edad, esta última especialmente significativa en el caso de infección 

por T. equi. 
 

- Hemos desarrollado una metodología de diagnóstico molecular innovadora, la 

mn-PCR, eficaz para el diagnóstico de la PE, tanto en fase aguda como crónica y 

válida con independencia de la procedencia de los animales, así como de las 

diferentes líneas genéticas del parásito implicado en cada caso. 
 

- Los resultados que muestran las comparaciones IFI vs. cELISA y cELISA vs. 

mn-PCR, estarían indicando que el kit comercial cELISA empleado no es muy 

eficaz en el diagnóstico de la infección por B. caballi. Ello apuntaría a que, en el 

caso de usar el kit, se estaría subestimando la infección por B. caballi en España. 
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Anexo I  
 
 Secuencia del gen de la β-tubulina de B. caballi 
 

Fragmento secuenciado del gen de la β-tubulina de Babesia caballi de una muestra 

procedente de Málaga (España). 

Número de acceso de la secuencia en GenBank: KX358867. Longitud: 761 bases 

 
>LCKX358867 Babesia caballi beta-tubulin gene, partial cds, isolate: 
GM Andalusian 
TAGTGGTAACCAGATCGGTGCCAAGTTCTGGGAGGTCATCTCCGACGAACACGGAATTGACCCGGTAAGT 
GCTTAAACCATGTAAAGTTGTGTTTTGTAAGCACTGGTATGCGTGGAGGGCAGTCTCTGTGGACGCAGTG 
TTTTGGTACACATGTTAGTAGCCACACTGGGCGGTGATGTACCAATGTGCTGTGACGTATACATTGGAAC 
GTGCCGTTTCATTTTGCCTCAGAGCGGGACGTACCACGGTGACAGCGACCTCCAGCTCGAGCGTGTTGAC 
GTTTTTTACAATGAGGCTACCGGTGGACGCTACGTCCCTCGCGCCATCCTCATGGACCTCGAACCCGGCA
CGATGGACTCCGTCCGGGCTGGACCATTCGGACAACTCTTCAGACCCGACAACTTCGTCTTCGGACAGAC 
CGGAGCGGGAAATAACTGGGCCAAGGGGCACTACACAGAGGGCGCCGAACTTATTGACTCCGTCCTTGAT 
GTTGTACGCAAGGAGGCCGAAGGGTGCGACTGCCTCCAGGGCTTCCAGATCACCCACTCGCTTGGAGGTG 
GCACAGGAAGTGGTATGGGAACGTTGCTGATCAGCAAAATCCGCGAGGAATACCCCGACAGGATCATGGA 
GACCTTCTCCGTGTTCCCCTCGCCCAAGGTCTCCGACACCGTCGTCGAGCCCTACAACGCCACGCTGTCC 
GTGCACCAGCTCGTGGAGAACGCCGACGAGGTGCAGGTCATCGACAACGAGGCGCTGTACG 
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Anexo II  
 
Secuencias del gen RAP-1 de B. caballi 
 
 
Fragmento secuenciado del gen RAP-1 de Babesia caballi de una muestra 

procedente de Málaga (España). 

Número de acceso de la secuencia en GenBank: MH538120. Longitud: 769 bases 

 
>LCMH538120 Babesia caballi isolate SPAIN01 rhoptry-associated protein 
1(RAP-1) gene, partial cds, isolate: 
 
CATGACACCCAACGACACTTTGGGTGACGTGACAAAGAGTTTGTTGGCTGCCAGCGAAAATGTGAACGCA 
GTCGCCGAAGCTTCTAGAATCAACAGTGACATGAGCGCTTACTTGTCTACTGTTTCCGACAGCTTCGTCG
AGAGCGTTTGCAGCAAAGCCCCCGAAAACAGCAACTGCGTTGCTTCGGTTGGTACCTACATGAACCGCTG
CGCTAACTTGGATTGCCTGACTATCGACAATTTGAAGTACCCAGTTGAGGCTAAATACCAACCGCTGACC
CTTCCGGACCCCTACCAGTTACACGCTGCTTTTGTAGCCTTCAAGAACAGTGACGCGAACCCTGCCAAAA
CCGTGGTAACTCGTTTCTGGATGCGTTTCAGGAGTGGCAAGAACCACAGTTATTATCACGACTTCGTTTT
TAACCTTCTGGAGAAGAACGTGACTAGCGACCCCAACGCTACTGACATTGAGAACTTTGTGTCCAAGTAC
TTGTACATGACCACGGTTTACTACAAGACTTACACGAACGTTGACAAGTTGGGTGCTAGGTTCTTTGACA
AGTTGTCCTTCACTACTGGTTTGTTTGGCTGGGGCATCAAGAAGGCGCTTAAGCGAATCATTCAATCTAA
CCTTCCAATTGACCTAGGCACATACAGCATCAGCCGCCTGGAGCACATTACGAGCAGTTACAAGGATTAC
ATGGACACTCAGATTCCTGTGATGTCCAAGTTTGCGGAGCGTTTTTCGCGTATGGTAGTGAAGAGACTG 
 

 
 
Fragmento secuenciado del gen RAP-1 de Babesia caballi de una muestra 

procedente de Cáceres (España). 

Número de acceso de la secuencia en GenBank: MH538121. Longitud: 769 bases 

 
>LCMH538121 Babesia caballi isolate SPAIN02 rhoptry-associated protein 
1(RAP-1) gene, partial cds, isolate: 
 
CATGACACCCAACGACACTTTGGGTGACGTGACAAAGAGTTTGTTGGCTGCCAGCGAAAATGTGAACGCA 
GTCGCCGAAGCTTCTAGAATCAACAGTGACATGAGCGCTTACTTGTCTACTGTTTCCGACAGCTTCGTCG
AGAGCGTTTGCAGCAAAGCCCCCGAAAACAGCAACTGCGTTGCTTCGGTTGGTACCTACATGAACCGCTG
CGCTAACTTGGATTGCCTGACTATCGACAATTTGAAGTACCCAGTTGAGGCTAAATACCAACCGCTGACC
CTTCCGGACCCCTACCAGTTACACGCTGCTTTTGTAGCCTTCAAGAACAGTGACGCGAACCCTGCCAAAA
CCGTGGTAACTCGTTTCTGGATGCGTTTCAGGAGTGGCAAGAACCACAGTTATTATCACGACTTCGTTTT
TAACCTTCTGGAGAAGAACGTGACTAGCGACCCCAACGCTACTGACATTGAGAACTTTGTGTCCAAGTAC
TTGTACATGACCACGGTTTACTACAAGACTTACACGAACGTTGACAAGTTGGGTGCTAGGTTCTTTGACA
AGTTGTCCTTCACTACTGGTTTGTTTGGCTGGGGCATCAAGAAGGCGCTTAAGCGAATCATTCAATCTAA
CCTTCCAATTGACCTAGGCACATACAGCATCAGCCGCCTGGAGCACATTACGAGCAGTTACAAGGATTAC
ATGGACACTCAGATTCCTGTGATGTCCAAGTTTGCGGAGCGTTTTTCGCGTATGGTAGTGAAGAGACTG 
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Fragmento secuenciado del gen RAP-1 de Babesia caballi de una muestra 

procedente de Segovia (España). 

Número de acceso de la secuencia en GenBank: MH538122. Longitud: 769 bases 

 
>LCMH538122 Babesia caballi isolate SPAIN03 rhoptry-associated protein 
1(RAP-1) gene, partial cds, isolate: 
 
CATGACACCCAACGACACTTTGGGTGACGTGACAAAGAGTTTGTTGGCTGCCAGCGAAAATGTGAACGCA 
GTCGCCGAAGCTTCTAGAATCAACAGTGACATGAGCGCTTACTTGTCTACTGTTTCCGACAGCTTCGTCG
AGAGCGTTTGCAGCAAAGCCCCCGAAAACAGCAACTGCGTTGCTTCGGTTGGTACCTACATGAACCGCTG
CGCTAACTTGGATTGCCTGACTATCGACAATTTGAAGTACCCAGTTGAGGCTAAATACCAACCGCTGACC
CTTCCGGACCCCTACCAGTTACACGCTGCTTTTGTAGCCTTCAAGAACAGTGACGCGAACCCTGCCAAAA
CCGTGGTAACTCGTTTCTGGATGCGTTTCAGGAGTGGCAAGAACCACAGTTATTATCACGACTTCGTTTT
TAACCTTCTGGAGAAGAACGTGACTAGCGACCCCAACGCTACTGACATTGAGAACTTTGTGTCCAAGTAC
TTGTACATGACCACGGTTTACTACAAGACTTACACGAACGTTGACAAGTTGGGTGCTAGGTTCTTTGACA
AGTTGTCCTTCACTACTGGTTTGTTTGGCTGGGGCATCAAGAAGGCGCTTAAGCGAATCATTCAATCTAA
CCTTCCAATTGACCTAGGCACATACAGCATCAGCCGCCTGGAGCACATTACGAGCAGTTACAAGGATTAC
ATGGACACTCAGATTCCTGTGATGTCCAAGTTTGCGGAGCGTTTTTCGCGTATGGTAGTGAAGAGACTG 
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Anexo III 
 

Documentación justificativa de la aceptación del estudio III en la 
revista Ticks and Tick-borne Diseases 
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Anexo IV   Informe de los directores sobre el factor de impacto 
de las publicaciones y sobre los trabajos realizados en coautoría 

 

 

 

 

Informe de los Directores de Tesis 

Dr. D. Miguel Ángel Habela Martínez-Estéllez, como Director, y Dr. D. José Luis 

Fernández García, como co-Director de la Tesis que lleva por título: “Aportaciones al 

diagnóstico serológico y molecular de la piroplasmosis equina”, de la que es autora la 

Doctoranda y Licenciada en Veterinaria Dª. Mª Guadalupe Montes Cortés, emitimos el 

siguiente Informe sobre categorización de los artículos incluidos en la citada tesis 

doctoral al objeto de dar obligado cumplimiento al art. 46 (apartado 2) de la normativa 

de la UNEX en relación al depósito de tesis doctorales por compendio de publicaciones. 

Este informe se elevará a la comisión académica del correspondiente programa 

(Programa de Doctorado en Salud Pública y Animal, R005) para su pertinente análisis.   

La citada tesis incluye los siguientes estudios: 

 

Estudio nº 1 

• Título del trabajo: Genetic Variation of the β-tubulin Gene of Babesia caballi 

Strains. 

• Posición del autor doctorando: Primer autor 

• Revista: Journal of Arthropod-Borne Disease 

• Número y fecha de publicación: sep. 11 (3): 344–353 (2017) 

• Identificador DOI: No aplicado 

• Índices de calidad de la revista: FI 1,231 

• Categoría: Q3 

• Otros medios donde se ha difundido información relevante: Secuencias 

sometidas y aprobadas en GenBank (NCBI, USA) con número de acceso 

público KX358867. 
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Estudio nº 2 

 

• Título del trabajo: Seroprevalence of Theileria equi and Babesia caballi in 

horses in Spain.  

• Posición del autor doctorando: Primer autor 

• Revista: Parasite  

• Número y fecha de publicación: 24, 14 (2017) 

• Identificador DOI: 10.1051/parasite/2017015 

• Índices de calidad de la revista: FI 2,069  

• Categoría: Q2 

 

Estudio nº 3 

 

• Título del trabajo: A multinested PCR for detection of the equine 

piroplasmids Babesia caballi and Theileria equi 

• Posición del autor doctorando: Primer autor 

• Revista: Ticks and Tick-borne Diseases 

• Número y fecha de publicación: Disponible en línea el 13 de noviembre de 

2018. 

• Identificador DOI:  10.1016 / j.ttbdis.2018.11.008 

• Índices de calidad de la revista: FI 2,612 

• Categoría: Q2 

• Otros medios donde se ha difundido información: Secuencias sometidas y 

aprobadas en GenBank (NCBI, USA) con números de acceso público 

MH538120 a MH 538122. 

 

En Cáceres, a 08 de enero de 2019 
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