UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

FACULTAD AGROPECUARIA 'Y DE RECURSOS
NATURALES RENOVABLES

CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

“DIAGNOSTICO DE Babesia bovis y Babesia bigemina EN LAS
GANADERIAS DEL SECTOR OESTE DE LA PROVINCIA DE ZAMORA

CHINCHIPE, MEDIANTE LOS METODOS DE GIEMSA Y REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA”

Tesis de Grado previa a la
obtencién del titulo de
Médico Veterinario
Zootecnista

AUTOR:

Daniel Alberto Benitez Miranda

DIRECTOR:

Dr. Tito Muinoz Guarnizo Mg. Sc.

Loja — Ecuador

2017



CERTIFICACION DEL DIRECTOR DE TESIS

Dr. Tito Mufioz Guarnizo

DIRECTOR DE TESIS

CERTIFICA:

Que he revisado la presente tesis titulada “DIAGNOSTICO DE Babesia bovis
y Babesia bigemina EN LAS GANADERIAS DEL SECTOR OESTE DE LA
PROVINCIA DE ZAMORA CHINCHIPE, MEDIANTE LOS METODOS DE
GIEMSA Y REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA” realizada por el
egresado Daniel Alberto Benitez Miranda, la misma que ha concluido dentro del
cronograma establecido, y autorizo se continte en el tramite de graduacion.

Loja, 28 de Octubre de 2016

Atentamente




CERTIFICACION DEL TRIBUNAL DE GRADO

“DIAGNOSTICO DE Babesia bovis y Babesia bigemina EN LAS
GANADERIAS DEL SECTOR OESTE DE LA PROVINCIA DE ZAMORA
CHINCHIPE, MEDIANTE LOS METODOS DE GIEMSA Y REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA”

Tesis presentada al tribunal de Grado como requisito previo a la obtencién del

titulo de:

MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

APROBADA

Dr. Galo V. Escudero Sanchez Mg. Sc

PRESIDENTE DEL TRIBUNAL

Dr. Wilmer A. Vacacela Ajila Mg. Sc.

MIEMBRO DEL TRIBUNAL

Dr. Hermégenes Chamba Ochoa Mg. Sc.

MIEMBRO DEL TRIBUNAL




AUTORIA

Yo, Daniel Alberto Benitez Miranda, declaro ser autor del presente trabajo de
tesis y eximo expresamente a la Universidad Nacional de Loja y a sus
representantes juridicos, de posibles reclamos o acciones legales, por el

contenido de la misma.

Adicionalmente acepto y autorizo a la Universidad Nacional de Loja, la

publicacion de mi tesis en el Repositorio Institucional-Biblioteca Virtual.

Autor: Daniel Alberto Benitez Miranda
/'/"7‘\ ;/‘7 7. -
Firma: - 222
o 2R

Cédula: 1103757801

Fecha: Loja, 10 de marzo de 2016



CARTA DE AUTORIZACION DE TESIS POR PARTE DEL AUTOR PARA LA
CONSULTA, REPRODUCCION PARCIAL O TOTAL Y PUBLICACION
ELECTRONICA DEL TEXTO COMPLETO.

Yo, Daniel Alberto Benitez Miranda, declaro ser autor de la tesis titulada
“DIAGNOSTICO DE Babesia bovis y Babesia bigemina EN LAS
GANADERIAS DEL SECTOR OESTE DE LA PROVINCIA DE ZAMORA
CHINCHIPE, MEDIANTE LOS METODOS DE GIEMSA Y REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA”, como requisito para optar al grado de:
Médico Veterinario Zootecnista; autorizo al Sistema Bibliotecario de Ila
Universidad Nacional de Loja, para que con fines académicos, muestre al
mundo la produccion intelectual de la Universidad, a través de la visibilidad de
su contenido de la siguiente manera en el Repositorio Digital Institucional:

Los usuarios puedan consultar el contenido de este trabajo en el RDI, en las
redes de informacién del pais y del exterior, con las cuales tenga convenio la
Universidad.

La Universidad Nacional de Loja, no se responsabiliza por el plagio o copia de
la tesis que realice un tercero.

Para constancia de esta autorizacién, en la ciudad de Loja, a los 10 dias del
mes de marzo de dos mil diecisiete, firma el autor.

- e
Autor: Daniel Alberto Benitez Miranda

Numero de cédula: 1103757801

Direccién de domicilio: Loja, Calle Caoba 25-20 y Laureles
Correo Electrénico: dbenitez22@hotmail.com

Numero de celular: 0985467625

DATOS COMPLEMENTARIOS

DIRECTOR DE TESIS: Dr. Tito R. Muiioz Guarnizo

TRIBUNAL DE GRADO: Dr. Galo V. Escudero Sanchez
Dr. Wilmer A. Vacacela Ajila

Dr. Hermégenes Chamba Ochoa



AGRADECIMIENTO

Quiero expresar mi mas sincero agradecimiento de manera especial a Dios mi
guia espiritual, a mi familia, amigos y demas personas que de una u otra
manera han contribuido en mi formacién profesional, brindandome la guia,
consejos y el animo requerido en momentos dificiles a fin de culminar esta

etapa en mi vida.

Asi mismo, mi agradecimiento a la Universidad Nacional de Loja, a la Facultad
Area Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables y a la Carrera de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, por acogerme en su seno y propiciar mi
formacion profesional; a los docentes de la prestigiosa carrera, que me
brindaron lo mejor de sus conocimientos y experiencias. Al personal del
centro de Biotecnologia y del Laboratorio de Diagndstico por su gran aporte
para el desarrollo del presente trabajo investigativo.

Finalmente, hago una mencién especial para el Dr. Tito Mufioz Guarnizo
Director de tesis, quien con su significativo aporte mediante su guia,
conocimiento, paciencia, y responsabilidad aport6 en gran manera para el

desarrollo y conclusion del presente trabajo investigativo.

Vi



DEDICATORIA

Dedico este trabajo investigativo a mi esposa Ma. Cisne, mi hija Emely, mi
madre Blanca, mis hermanos y hermanas por su incondicional apoyo, su
sacrificio, comprension y la confianza que depositaron en mi para culminar mi
formacion profesional. A mi Padre Marden (+) que aun sigue siendo mi fuente

de inspiracion mediante su ejemplo.

vii



INDICE GENERAL

CONTENIDOS PAG.
CERTIFICACION DEL DIRECTOR DE TESIS.....oiioeeeeee oo, I
CERTIFICACION DEL TRIBUNAL DE GRADO .......cooiiieioeeeeeeeee e, 11
AUTORIA ..ottt sttt et s et et s e s \Y,
CARTA DE AUTORIZACION. ..eeii et eas Vv
AGRADECIMIENTO ... e e e e eae s VI
DEDIC AT ORI A .. et e et e e e et e e e aeaas VI
INDICE GENERAL ...ttt et VIII
SUMM A RYY oot e e e e e e e e e aas XVI
1. INTRODUCCION ...ttt et 1
2. REVISION DE LITERATURA ..ottt 3
2.1. BABESIOSIS BOVINA oottt e et e e e e e e e e s e e e e e e aaar s 3
2. 1.1, DEFINICION ..ottt ettt st ettt e ab et et e sbeebesbeetsessesbesbesbesbesbeessessensensenretas 3
2.1.2.  SINONIMUIBS ...ueeuveniiieriietereeeetestes et s e st eseestestessesaeatesseeseessessessessessessesseessensensessessesseasesssensensensenses 3
2.1.3. Historia de la ENfermedad...........coouiiiiiieiiecice et 3
2.1.4. Clasificacion TaXONOMICA . .......cccvviririeieierieie e seseeeeeete e saestesreeseeseesessessessessessesssensensessenses 4
2.1.5. ELOIOGIA c.ecveevieeieietecie ettt ettt ettt ettt s b et e s beetbers et et e sbeebeebeeteereenbenbeerets 4
a. BaADESIA DOVIS ..ottt sttt sr et ne et e e tenren 5
b. Babesia DIGEMING .........oouiieceeeeee e e e s reens 5
P22 I T O Tod o TN 2o [ o (oo SRS 6
a. Desarrollo en Hospederos Vertebrados ..........oceeveiieieeesie et 6
b. Desarrollo en el HOSpedero Garrapata ..........cccceveeereeieienienieseeeseeseeeesseseseeseesseessessessensenes 6
N B = (0T =1 o1 = TP 7
P20 I S R I = 1= 1017 SRS 8
2.1.9.  SiIgNOS CHMICOS ...coviitiiticiietietet ettt ettt sttt et et e b et e sbesbeebeetsessesbesbesbesbesbeessessensensesbents 8
P22 I O TR - Vo o 1] T o SRS 9
a. FTOtIS SANQUINEO ...oeiiiicicieeeee ettt st st et s b e e tessesesbesaeseetesaeseesesaeneas 9
b L Lo (5T 0 [T 1T = o] o RSN SRT 10
c Pruebas de HEMOIINTA .......ccvoiiece ettt et ens 10
d. Reaccidn en Cadena de la Polimerasa PCR.........c.cccocviviiieeeieeeres e 10
e PCR €N TIieMPO REAI ..ottt st s sbe sttt se e e 12
f PCR MURIPIE ..ottt sttt st saeese e e e s es s e s e teseessesseenaessensensessnns 12
g PCR ANIdada (NPCRY) ...ttt ettt s e e s bttt e e e nbe e 12



h. (10 1)V o I OL=] (U] F= cH RO STRTRR 13

i. SONAAS T8 ADN ...ttt sttt sttt sttt st ettt e st et e st e st ebeste st ebeseeneebeneeneas 13
2.1.10.2.INAIFECIOS ...ttt ettt et e et e st e st e s ae e sbeeebeebeeateeasesba e baesbeenteentesssesaeesaeesreeseenreenns 13
a. INMONOFIUOTESENCIA ... ittt sttt 13
b. Ensayo por Inmuno absorcion Ligado a Enzimas (ELISA) ......cccccevveinneiennneneneecee 14
C. INMUNOCroMatografia (ICT) ...ccci ittt e b st reeraesa e s ensesrea 14
d. Linea de Hibridacion de Transferencia Inversa (RLB).........ccccoveerrerinenieeneneeeseeesenene 15
e. Loop Mediated Isothermal AmMplification (LAMP) .......ccooieiieeeeieieesece s 15
2.1.10.3.DiagnNOStiCO DIfErENCIaL........ceoivieuiirieieirieie ettt ettt sttt 16
P2 0t T I = 1 7= 101 1= ] (o F OO OO 16
2.2. CARACTERISTICAS MOLECULARES DEL GENERO BABESIA .......c.cccoveeveveveeieae. 16
2.2.1.  SECUENCIA GENOMICA ..c.eeuiitiieiirterietste ettt sttt sttt s te st et s be st e st sbesaesesbe e e sesbe e enesbensenesbenens 16
2.2.2. Marcadores MOIECUIAIES .........coeiiiirieieeee ettt sttt ettt st st ese e e senbe e 17
2.3. GARRAPATAS ettt e e e et e e e et e e e st e e et e e e nnbee e e e nnteas 19
2.3.1. TIPOS 0€ GArTAPALAS......cceeveeeieetierieeieeieeiestesee st e st esteeteetesssesraesse e teesteessesssesssesseesseesseensennes 19
2.3.1.1.Subfamilia IXOQIA@E .......ceeieieiiese et ettt st st st ese e senseseens 20
PG TR B 1= 1= 1O OO PRSP 21
a. (DTS g T=Tod =] o] (o] PSS 21
b. N ] o] Y0 g PSS 23
C. Rhipicephalus (Boophilus) MICrOPIUS........ccccoviriiiiinirecee e 24
d. IXOAES ...ttt ettt st b e bt b e a et e e s b e s b e s bt e bt e st et e besbeebe e bt ebe et e b e be e 26
2.3.2.  ClasifiCacioOn taXONOMICA ......cc.evieiiririeieieriese ettt ettt st eesaeteseestesseeseensensenseseens 27
2.3.3. Ciclo BiolOgiCO de 1a GaITapPALta .........ccccvevveriiiieriieieeiieieiesteste e etesteeaessessestesbestesreesaessessesseseens 27
2.3.4. 1dentificacion de QAITAPALAS .......cccecererieirerieerteree ettt sttt st s 28
3. MATERIALES Y METODOS .....coeiiiiieieeeee ettt 29
3.1. MATERIALES ...ttt sttt ettt e st e e e et e e e e st e e e e nbee e e e nnneas 29
70 0 T B 1= 0> 1 1] o[ ORI 29
.12, DB OFICINA cteueeuiriiieiirtesee ettt sttt sttt sttt b e s b e bbb a e b et be b e b et et sr e 29
3.1.3. D& LADOIALOIIO ...eeneiieiiiteeitet ettt sttt e h ettt b e bbbt s et e bbb bt ebe et et be e bes 30
3.2, METODOS. ...ttt bbbttt 31
3.2.1. LOCAliZACION eI ENSAYO .....ceeeveiiieieieiieieeiee ettt te et e e st stessessesseensensensenses 31
3.2.2.  Tamafo de 1@ PODIACION ........ccciviiieiiieieisee ettt sttt st b ese st 32
3.2.3. Tamafo de 8 MUESTIA ......coueiiiieieierieeeree ettt sttt st be st st ebe st 33
3.2.4.  Variables @ EVAIUAT .........coiiiiiiee ettt st sbe et et e see b 34
3.2.5.  ANAlISIS ESTAGISHICO. ...c..euiiiiieiirieieeeiere sttt st st st ebe e 35
3.2.6. ApPICACION 0E ENCUEBSLAS ....c.cooviiiiiiticticteeetectee ettt sttt et e b be st be s beeteessesbesbesbennas 35
3.2.7. Tomay Recoleccion de 1aS MUESLIIAS........c.ccciveirierieineneeie ettt 35
3.2.8. ReCOIECCION A& GAITAPALAS......cc.ecveitierietieieiesteee sttt ettt e et e st e s beete e e b e be st e stesbeetsessessessesresas 35
3.2.9.  ANAlISIS de LADOIALONIO «....eveuiriiieiieieieerieree ettt st st et ebe e 36
a. Realizacion de Frotis SANQUINEOS .......ccccuvieiiirieirenieeeenee ettt e e naens 36
b. TINCION A& GIBIMSA...c.euiitiieiietiiee ettt sttt b bbbt b e ne b sens 36
C. [dentificacion de GaITAPALAS ......ccccvrveeiriirieireietserie ettt e e be e e e bensesessensens 36
d. EXIrACCION 08 ADN ...ouiiiiiiiieietesteee ettt sttt sttt st b et sbe et s b 37
e. Verificacion de Calidad de ADN .........c..oviiiiieiiieeeeeeee ettt ettt sttt ae bbb b e 38
f. ENSAYOS U PCR ...ttt sttt ettt sttt sse e e e s es s e s s e tesaeesesseesaeseessensessnns 39
g. NPCR de B. DIgeMING. ..ottt st 39
h. TEcNICA dE PCR Y NPCR ...ttt ettt sttt sse s e s e ssenne e 40



i [ [=T0 £ (0] (0] (1T F TSR 44

4, RESULTADOS ... e eaas 45
4.1. PREVALENCIA DE Babesia spp. EN EL SECTOR OESTE DE LA PROVINCIA DE
ZAMORA CHINCHIPE ...ttt ittt ettt e sb e e s e bt e e e e bt e e e esbeeeeennreas 45
4.1.1. PrevalenCial TOAI ..ottt st sttt et sttt sae e ebesaeneas 45
4.1.2. Prevalencia por nPCR y Especie de Babesia .........cccoceveinereineniennenceeeneesieneeesieseeeas 46
4.1.3.  PreVvalenCia POI SEXO .....cccevieiierieierieetieiieiesesses e stestesssesessessestessessseseessessessessesssssessssssessessenses 47
4.1.4. Prevalencia POr CANON ..ottt sttt sttt b s e et es 48
4.1.5. Prevalencia por Ead..........ccooiiiiiiieicees ettt ettt 49
4.1.6. Prevalencial POr RAZAS......c.cccvirieiririeieierietete sttt sttt sttt sttt be st be e b seeneas 50
4.1.7. Comparacion de las pruebas diagnNOStiCAS........ccceeveeerierieriireieeeeeeee st 51
4.1.8. COINFECCION ...ttt ettt ettt ettt et et e et e ebeebeeteeas et ebeeteeteereetsenseasesesresas 52
4.2. GENEROS DE GARRAPARAS EXISTENTES EN EL SECTOR OESTE ........cccco........ 53
4.3.  ANALISIS EPIDEMIOLOGICO ......cocuiuiieieieieieieteieieieseee ettt sesesenes 53
4.3.1. Composicién de la Muestra de Acuerdo ala Edad ..........ccoecvveeieieienenineneeeeceee e 54
4.3.2. Composicion de la Muestra de Acuerdo ala Raza ........cccocevvveieieievesice e 54
4.3.3. Composicién de la Muestra de Acuerdo al GENEIO..........cccvevveeieiieriererese e 55
4.3.4. Tipo de EXPlotaciOn GaANAUEIA ........ccccuceeievieriiieiie ettt s s ste b e te s te e se s ebesreneas 55
4.3.5. Procedencia del GanadO ..........ccceccuieiieieeieecieeiecte ettt ettt ettt s s aa e re b enns 56
a. PractiCa de CUAIENIENE ......ccueueriiieieieiee ettt sttt sttt st be e sesbesse e sbenaens 56
4.3.6. Presencia de la Enfermedad.............cooviiiiiiiiiie ittt e e 57
a. Conocimiento de [a ENfermedad ...ttt 57
b. Presencia de la ENfermedad. ..ottt et 57
C. Epoca del afio en que se presenta la enfermedad.............ccccoovevveeeeeeeieeeeeeeereeseeeeeenees 57
d. Persistencia de 1a Enfermedad............ccooviiiiiiiiciiceeececeee e 58
e. Sintomas que se Presentan en la Enfermedad ..........ccccoovieieeeieievecie e 59
4.3.7. Diagndstico y Control de la Enfermedad...........ccocoveiriniinineinieneneneseseeee e 59
a. USO de ServiCioS VELEINAIIOS. ......cccueiiiirieiieterieetetete ettt ettt st s bt st ee e e b e 59
b. Toma de Muestras Para el DIagnNOSHCO ........cccvvveirieierericce et 60
C. Edades en que se Enferman 10S ANMAIES..........c.ccevveiieiiciiicicieeecece et 60
d. [0 g 11T F=To AN o T - | SRS 61
e. MOrtAlIdad ANUAL ...ttt et b e bbbt ettt e e e b e 62
f. Reporte de la Enfermedad en 1a FiNCa.........ccocoveiiineiiiniceeeeee e 62
g. Tratamiento de la Enfermedad ..........cccooovevieiieiecieeeeeeee e 63
4.3.8.  ViaS € TraNSMUSION........cecveieieriiriereetieeetesie st e e stesteeeeeessessestessesseeseessensessessessessesseessensessenses 63
a. Conocimiento de la Transmision de la Enfermedad............ccoeeveierienieiinieneeinieieeneeeesieneas 63
b. Vacunacion de [0S ANIMAIES ........coviirieee ettt sttt se s esse s e s e 64
C. Animales que Entran en Contacto con Animales SilVESIeS ........ccccecveveeveccesee e, 64
4.3.9. CoNtrol d& GArrAPALAS ......cceoververiirierieirietere e ste st ee et eaesse e e eseeseessesessessessessesseessensessenses 64
a. Presencia de Garrapatas en €l Ganado............ccceeuerieieiininenieeeiee e 64
b. Grado de INFESTACION ......ccovveiririeieeree ettt sttt sttt sttt et et seenea 64
C. CONLrol dE GAITAPALAS .....ocuiivirierieeiieiieeete ettt s be bttt et e st et saesbe s bt eae et et e seseeneas 65
d. Frecuencia de CONLIOL........cc.ciiiieiiieere ettt st st s 66
e. Alternabilidad de ProdUCTOS .........ccoocieiiieiceeece ettt s 66
4.3.10. SAIUDFIAAA. ......c.ooiieiiiee ettt sttt sttt st be sttt s e et et srenea 67
a. Periodo de Retir0 de [a LECHE ......c.oouee ettt e 67
a. CONSUMO AE CAIMNE ..oviiiiieiiete ettt sttt sttt sttt sttt st et e st e st ebeste st ebeseeneebeseeneas 67



DISCUSION ... e ettt 68

CONCLUSIONES ... 78
RECOMENDACIONES........ooiiiii e 79
BIBLIOGRAFIA ..o 80
ANEXOS e 90

Xi



CUADRO

0o ~No o

10

11

12

13

14

15

16

INDICE DE CUADROS

CONTENIDO

Principales marcadores moleculares utilizados

para la identificacion de Babesia spp. ......c.cocvvieiiiiiinen..

Caracteristicas individuales de los géneros de

QAITAPALAS ...

Caracteristicas meteorologicas del sector Oeste

de la provincia de Zamora Chinchipe ....................olL

Poblacion bovina sector oeste de la provincia de

Zamora Chinchipe ...

Cabezas de ganado y fincas del sector oeste de

la provincia de Zamora Chinchipe ...............ccooiviiiiinn.
Temperaturas y Ciclos PCR y nPCR B. bovis ..................
Temperaturas y Ciclos PCR y nPCR B. bigémina ............

Prevalencia total sector oeste de la provincia de

Zamora Chinchipe (90) ......ouviiiii e

Prevalencia de Babesia spp. por técnica de nPCR en el

sector oeste de la provincia de Zamora Chinchipe (%) .......

Prevalencia por sexo de Babesia spp. en el sector

oeste de la provincia de Zamora Chinchipe (%) .................

Prevalencia de Babesia spp. por canton en el sector

oeste de la provincia de Zamora Chinchipe (%) ................

Prevalencia de Babesia spp. por edad en el sector

oeste de la provincia de Zamora Chinchipe (%) ...............

Prevalencia total por razas en el sector oeste de

la provincia de Zamora Chinchipe (%) ...........cccocviiiennnn.

Comparacion de las dos pruebas diagnosticas Giemsa

YNPCR (Y0) covineiiie e

Coinfeccion en las ganaderias del sector oeste de la

provincia de Zamora Chinchipe (%) .......cccovviiiiiiiiennnn..

Géneros de garrapatas existentes en el sector oeste

de la provincia de Zamora Chinchipe (%) ...........cccccviennns

xii

PAG.

18

28

32

32

34

42
43

45

46

47

48

49

50

52

53

53



INDICE DE FIGURAS

FIGURA PAG.

Figura 1. Diferentes tipos de Babesias. ... 5
Figura 2. Amplificacion de latécnicade PCR ........cccoooi i, 11
Figura 3. Mapa Cromosomico de B. bovis Cepa Tejas T2BO0. ........ccoovvvivviiieeeeeeennnnne 17
Figura 4. Ejemplar del GENero IXOdidae ...........oouviiiiiiiiiiiiiecce e 21
Figura 5. Ejemplares de garrapata Dermacentor variabilis .................ccooeeieieie. 22
Figura 6. Ejemplar de garrapata del Género Amblyoma ...........ccccceeviiiiiiiiiiinieennnnne 24
Figura 7. Ejemplar de garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus....................... 25
Figura 8. Garrapata adulta del género IXOAES. ..........ccooeiiiiiiiiiiiiiiiee e 26
Figura 9. Ciclo bioldgico de la garrapata ...............uueeiiiieeiiiieiiiiies e e e 28
Figura 10. Prevalencia total por tECNICAS............cuuuuiiiiii e et eeeaeens 45
Figura 11. Prevalencia de Babesia por técnica de NPCR ...........cccceiiiiiiiiiiiiiiieeenne 46
Figura 12. Prevalencia total POr SEX0 ......ciiieeiiiiiiiiiiiie e e eeeeeetiie s e e e e st eeeeeaanees 47
Figura 13. Prevalencia total por CaNtON ...........ccuuiiiiiiiieeeeeiiieeee e 48
Figura 14. Prevalencia total por €dad..............ooovuuiiiiiiiieiiieeiie e eaeens 50
Figura 15. Prevalencia total POr FAZAS..........cccovveuiiiiiiiie e e et e e e e eaeens 51
Figura 16. Composicion de la muestra de acuerdo a la edad..............cccvvveeeeieeennnne 54
Figura 17. Composicion de la muestra de acuerdo alaraza...........ccccccvvveeieeeeenennnn, 54
Figura 18. Composicion de la muestra de acuerdo al SEX0 .........cccceeviiiiiiiiiiiiieeennnnnne 55
Figura 19. Tipo de eXPlOtacCiOn .............eeeiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 55
Figura 20. Procedencia del ganado.............ccooiiiiiiiiiiiii et 56
Figura 21. Fincas que practiCan CUBIrENTENE .......cceeeeeeeeeeeeeeeeeee e 56
Figura 22. Presencia de la enfermedad en las fincas del sector Oeste ...................... 57
Figura 23. Epoca en la que aparece la enfermedad...............ccoceeveeveeeeieecereeernennan 58
Figura 24. Persistencia de la enfermedad..............coooooiiiiiii 58
Figura 25. Sintomas que se presentan en la enfermedad...............ccccviiieeiinnnn, 59
Figura 26. USO de SErviCiOS VELEINAIIOS. ......cceeeeeieeeeeeeeeee e 60
Figura 27. Toma de muestras para 1aboratorio...............ccoovviiiiiiiieeee i, 60
Figura 28. Edades en las que se enferman los animales ............ccccceeeeeeeiiieeeeeee, 61
Figura 29. Morbilidad anual de Babesiosis en el sector oeste.............cooeeeeeeeeeeeeeennn. 61
Figura 30. Mortalidad anual €n €l SECION ..........oovuiiiiiiii i 62
Figura 31. Reporte de Babesiosis bovina en el sector.............ccoooveieiiiieee, 62
Figura 32. Control farmacoldgico de la enfermedad............ccccceeeiiiiiiiiiiiiii e, 63
Figura 33. Conoce coémo se transmite la enfermedad .............cccoooeeiiiiiiiien e, 63
Figura 34. Grado de infestacion por garrapatas en el SECtOr............cooovvuvvveeeieeeennnnne 65
Figura 35. Productos patentados para el control de garrapatas...........ccccceeeeeeeeeeennnns 65
Figura 36. Frecuencia de control de garrapatas..........ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 66
Figura 37. Alternabilidad de ProduCtOS ............coeuuiuiiiiiieieieieicie e 66
Figura 38. Periodo de retiro de laleche............oooiiii e 67
Figura 39. Consumo de carne de animales tratados para Babesiosis en el sector.....67

xiii



“DIAGNOSTICO DE Babesia bovis y Babesia bigemina EN LAS
GANADERIAS DEL SECTOR OESTE DE LA PROVINCIA DE ZAMORA
CHINCHIPE, MEDIANTE LOS METODOS DE GIEMSA Y REACCION EN

CADENA DE LA POLIMERASA”,



RESUMEN

Se analizaron 96 muestras de sangre bovina de animales de las ganaderias
del sector oeste de la provincia de Zamora Chinchipe mediante el método de
tincion de Giemsa determinandose que la prevalencia de Babesia spp. en este
sector es de 36,4%; por cantones se determind que en el canton Zamora es de
39,7 %, en el canton Centinela del Condor la prevalencia es de 26,1 %; en
cuanto a la prevalencia por género, en hembras fue de 37,8 % y 28,6 % en
machos; en relacién a la edad los animales mayores a 4 afios fueron
prevalentes en un 50 %, los animales comprendidos entre 1 y 2 afios fue de
47,4 %, los animales entre 3 y 4 afios fue de 29 %, y en los animales menores
a un afo la prevalencia es de 22,7 %; con respecto a las razas en la raza Gyr
la prevalencia fue 66,7 %, en los mestizos fue del 44,2 %, en la raza Holstein
fue de 32,4 %, en la raza Brown swiss fue de 22,2 %, y en la raza Charolais fue
de 14,3 %. De las 96 muestras se seleccionaron 70 las cuales se procesaron
por el métodos nPCR con el fin de determinar la prevalencia de B. bovis y de B.
bigemina, en donde la prevalencia general es de 81,7 %, de B. bigemina fue de
68,5 % y de B. bovis fue de 61,4%; en lo que respecta a los cantones se
determind que la prevalencia en el cantdon Zamora fue de 90,7 % y en el cantén
Centinela del Céndor fue de 75 %; en cuanto al sexo la prevalencia en hembras
fue de 88,3 % y en machos fue de 80 %; en cuanto a la edad en los animales
entre 3 y 4 afos fue de 95,2 %, en los menores a 1 afio fue de 86,7 %; en los
animales entre 1y 2 afios fue de 83,3 %; en los animales mayores a 4 afios fue
de 81,2 %; en lo que respecta a las razas, en la raza Charolais fue de 100%, en
los mestizos fue 91,9 %, en la raza Holstein fue de 88,9 %, en la raza Brown
swiss fue de 66,7 % y en la raza Gyr fue de 33,3 %.

PALABRAS CLAVE: Babesia, nPCR, Giemsa, Prevalencia, Diagnéstico
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SUMMARY

In the present research a total of 96 bovine blood samples of cattle from the
west sector in the province of Zamora Chinchipe were analyzed using the
Giemsa staining method and the prevalence of Babesia spp. in this sector is
36.4%; It was determined by cantons, in the canton Zamora is 39.7%, and the
prevalence in the canton Centinela del Condor is 26.1%; In terms of prevalence
by gender, in females was 37.8% and 28.6% in males; in relation to age,
animals older than 4 years were prevalent in 50%, animals between 1 and 2
years old were 47.4%, animals between 3 and 4 years old were 29%, and in
animals less than one year the prevalence was 22.7%; With respect to breeds
in the Gyr breed the prevalence was 66.7%, in the crossbred was 44.2%, in the
Holstein was 32.4%, in the Brown Swiss was 22.2%, and in the Charolais was
14.3%. Of the 96 samples, 70 were selected which were processed by the
NPCR methods in order to determine the prevalence of B. bovis and B.
bigemina, where the overall prevalence is 81.7%, B. bigemina was 68.5% and
B. bovis was 61.4%; with respect to the cantons, it was determined that the
prevalence in the canton Zamora was 90.7% and in Centinela del Condor was
75%; In terms of gender, the prevalence in females was 88.3% and in males
was 80%; regards to age in animals between 3 and 4 years was 95.2%, in less
than 1 year was 86.7%; in animals between 1 and 2 years was 83.3%; in
animals older than 4 years was 81.2%; towards breeds, the Charolais breed
was 100%, the crossbred was 91.9%, the Holstein was 88.9%, the Brown Swiss
was 66.7% and the Gyr was 33.3%.

KEY WORDS: Babesia, nPCR, Giemsa, Prevalence, Diagnosis
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1. INTRODUCCION

La Babesiosis o Piroplasmosis, es una enfermedad infecciosa de los bovinos y
de otros animales, que prevalece en climas tropicales y subtropicales de todo el
mundo, ocasionando cuantiosas pérdidas econdmicas relacionadas con su alta
morbilidad, abortos, disminucion y pérdida de lactancias; asi como con el uso

de insumos destinados a su tratamiento y control.

Esta enfermedad es transmitida por garrapatas del género Rhipicephalus
(Boophilus) microplus CFSPH, (2008) aunque igualmente la pueden transmitir
otros hemoparasitos, lo que provoca en todos los casos un elevado indice de
morbilidad y mortalidad, lo que ha llevado al uso indiscriminado de sustancias
endectocidas, generando también un problema de salud publica en la provincia
de Zamora Chinchipe, ya que esta enfermedad afecta la produccién de leche y
carne, asi mismo afecta la economia de los productores ya que estos tienen
que invertir en la prevencion y control de la enfermedad, asi como en el control
de vectores y suministros de insumos veterinarios para el tratamiento (Rey,
2004).

En nuestro pais se han realizado algunos estudios en cuanto a la prevalencia
de esta enfermedad en algunas provincias, es asi que en un trabajo realizado
en el camal Metropolitano de Quito Pazmifio, (2011) determiné la prevalencia
de Babesiosis bovina en un 29,29 %; en la provincia de Santo Domingo de los
Tsachilas se estimdé la prevalencia de Babesiosis bovina en 0 % segun
Herndndez, (2012), mediante la utilizacion de técnicas de diagndstico
moleculares, mientras que Yanez, (2013) utilizando la técnica de tincién de
Giemsa reporté una prevalencia del 2 % para B. bigemina en el parroquia

Huigra del canton Alausi.

La determinacion de la presencia de estos hemoparasitos por medios
moleculares permite entregar aportes importantes para el mejoramiento de
programas de prevencion y control alternativos a los que se vienen

desarrollando, esto con el fin de promover a futuro el desuso de sustancias



toxicas que hoy son utilizadas en el control de vectores; y de ser necesario

incluir el uso de vacunas especificas para el control de la enfermedad.

El presente trabajo investigativo ha permitido conocer la prevalencia de estos
hemoparasitos (B. bovis y B. bigemina) por medio del uso de la técnica de
NPCR, ya que ésta, es mucho mas sensible para su determinacién. Permite
comprobar afirmar y diferenciar con los resultados obtenidos por el tradicional
método de diagndstico conocido como tincién de Giemsa.

Para la realizacion de este trabajo investigativo se plantearon los siguientes

objetivos:

= Determinar la prevalencia de B. bovis y B. Bigemina por los métodos de
tincibn de Giemsa y por la técnica de Reaccibn de Cadena de
Polimerasa (NPCR) en el sector Oeste de la provincia de Zamora

Chinchipe.

= Diferenciar la sensibilidad del diagnéstico de B. bovis y B. bigemina dado

por los técnicas de tincion de Giemsa y nPCR.

» Estudiar los factores asociados a la prevalencia de B. bovis y B.

bigemina en el sector oriental de la provincia de Zamora Chinchipe.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. BABESIOSIS BOVINA

2.1.1. Definicién

La Babesiosis bovina es una enfermedad infecciosa transmitida por las
garrapatas, importantes artropodos que generalmente se encuentra en las
regiones tropicales y subtropicales, las especies mas prevalentes son B. bovis
y B. bigemina Homer, (2000). La Babesia spp. es un protozoario
intraeritrocitario que provoca lisis extensiva lo que ocasiona anemia, ictericia,
hemoglobinuria y hasta la muerte, puede ser transmitido tanto por garrapatas

adultas como por ninfas.

2.1.2. Sinonimias

La Babesiosis, también se conoce como Piroplasmosis, Ranilla Roja, Tristeza
bovina, Fiebre de Texas, Fiebre de hemaruria, Malaria bovina, Red Water en
EUA, Fiebre bovina transmitida por garrapatas (Cordero del Campillo, et al.,
1999).

2.1.3. Historia de la Enfermedad

Tras analizar muestras sanguineas de bovinos con signos de anemia
hemolitica y hemoglobinuria en 1888 Viktor Babes en Rumania identifico por
primera vez el parasito. En 1983 Theobal Smith y Frederick Kilborne
demostraron que la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) annulatus transmitia la
enfermedad en los bovinos Smith & Kilborne, (1977). Con esta investigacion se

crearon las bases para la elaboracién del programa de erradicacién de la



Babesiosis, a través de la eliminacion de las garrapatas del ganado en los

Estados Unidos, que culminé en 1943 (Graham & Hourrigan, 1977).

2.1.4. Clasificacion Taxonémica

El género Babesia spp. pertenece al Phylum Apicomplexa, un linaje eucariota a
principios de la ramificacion, que se caracteriza por la presencia de un
complejo apical y un citoesqueleto Unico distinto de la de otros eucariotas
(Gordon y Sibley, 2005).

Dominio: Eucaryota

Reino: Protista

Subreino: sin clasif. (Alveolata, Biciliata, Neozoa o Protozoo)
Filo: Apicomplexa

Clase: Aconoidasida

Subclase: Piroplasmea

Orden: Piroplasmida

Superfamilia: Babesioidea

Familia: Babesiidae

Género: Babesia Spp.

2.1.5. Etiologia

La Babesiosis es producida por un protozoo del género Babesia Spp., siendo
los mas comunes en nuestro medio B. bovis y B. bigenina y como ya se
menciono son transmitidas por garrapatas del género Ripicephalus (Boophilus)

microplus (Gray, 2006).



a. Babesia bovis

Este parasito generalmente se encuentra en la circulacion capilar, ocupando
del 0,1 a 1 % de eritrocitos infestados, son piriformes, redondos o ameboides
algunos aparecen con una vacuola dando el aspecto de anillos tienen un

tamafo aproximados de 2,4 um por 1,5 um (Moscoso, 2000).

Para el diagnéstico es importante conocer las formas frecuentes del parasito de
acuerdo a sus fases de evolucion que son: forma anaplasmoide (primer ciclo
evolutivo), forma en division (biparticion transversal), forma redonda (estado

adulto numeroso) (Kim, 2007).

b. Babesia bigemina

Es grande, pleomorfica, llega a ocupar hasta ¥ partes del eritrocito, se
identifica por un par de corpusculos en forma de pera, unidos en angulo agudo
dentro del eritrocito, madura mide entre 4 y 5 um de longitud y entre 2 y 3 um
de didmetro ocupando un gran espacio en el eritrocito Homer, (2000). Se
distribuye mas uniformemente que Babesia bovis con un porcentaje superior al
2%, presenta la distribucibn mas amplia que todas donde la parasitemia a
menudo excede el 10% y puede llegar a un 30 % (Gray, et al., 2002).

Figura 1. Diferentes tipos de Babesias. (Queensland government animal and plant health,
2011)



2.1.6. Ciclo Biologico

Babesia spp. utiliza estrategias de adaptacién que le han permitido desarrollar
interacciones de larga duracién con sus hospedadores; la parasitemia baja en
el vertebrado, asi como la transmision transovarica y transestadial en la
garrapata permiten una equilibrada dinamica que permite la persistencia de

Babesia spp. a largo plazo en el ecosistema (Chauvin et. al., 2009).

a. Desarrollo en Hospederos Vertebrados

El bovino se infecta tras la mordedura de la garrapata por la inoculacion de
esporozoitos Babesia spp. con la saliva. Los esporozoitos penetran
directamente en los eritrocitos, donde se desarrollan todas las fases del
parasito. Primero se producen dos merozoitos por fision binaria, después se
lisa el glébulo rojo y cada merozoito invade un nuevo eritrocito produciéndose
merogonias sucesivamente. La multiplicacibn es asincrona y se pueden
presentar varias etapas de division del parasito en el torrente sanguineo al

mismo tiempo (Chauvin et. al., 2009).

b. Desarrollo en el Hospedero Garrapata

Cuando los eritrocitos infectados con Babesia spp. son ingeridos por las
garrapatas, la mayoria de los parasitos se degeneran y se destruyen, sin
embargo, algunos estadios especificos del parasito ("pre-gametocitos")
sobreviven para desarrollarse en gametocitos Chauvin et. al., (2009). Los
gametos se fusionan en el lumen del tracto digestivo de la de garrapata para
formar un zigoto alargado de 8 a 10 um de longitud que lleva un organelo
similar al pico de una cabeza flecha, que facilita su penetracién en las células
del intestino medio Chauvin, et. al., (2009). Una vez que el cigoto de Babesia

se ha internalizado, el organulo punta de flecha se desintegra y el cigoto se



transforma en una fase movil, denominada oocineto. El oocineto escapa del
epitelio del intestino medio e invade los tejidos del cuerpo de la garrapata,
incluyendo los ovarios donde muchos huevos son infectados con Babesia spp
(transmision transovarica) CFSPH, (2008). Posteriormente Babesia spp. se
multiplica asexualmente, continuando como esporogonia Babesia spp y el
desarrollo de numerosas kinetos (esporoquinetos); la infeccion se va
adquiriendo durante una etapa de la vida a la siguiente (la transmision
transestadial). Algunos kinetos invaden las glandulas salivales de las
garrapatas, donde se desarrollan en esporozoitos. Los esporozoitos
representan la fase infecciosa del parasito en el huésped mamifero. Los
parasitos B. bovis generalmente pueden ser infecciosos 2 a 3 dias posteriores
a que se prenden a las larvas de las garrapatas y se pueden transmitir a través
de las larvas CFSPH, (2008). En R. microplus, B. bovis no sobrevive més alla
del estadio larval. Por el contrario, B. bigemina madura aproximadamente 9
dias después de que la larva de garrapata se prende y solo se transmite a
través de ninfas y adultos (CFSPH, 2008).

2.1.7. Patogenia

La principal reaccion patogénica que producen los hemoparasitos es la anemia
hemolitica, segun Carrique y Rivera, (2000), se produce hemolisis al destruirse
los eritrocitos parasitados, al romperse los globulos rojos y liberarse la
hemoglobina, la que queda en libertad y se convierte en pigmentos biliares

originando la produccién de bilirrubina que tifie de color amarillos las mucosas.

El exceso de hemoglobina que el higado no puede transformar aparece en la
orina que se torna de color rojo lo que se conoce con el nombre de

hemoglobinuria (Bock et al., 2006).



2.1.8. Transmision

Las especies de Babesia spp. se transmiten mediante garrapatas que se
infectan al ingerir parasitos que se encuentran en la sangre del bovino
infectado. Los principales vectores de B. bigemina son Rhipicephalus
microplus (anteriormente Boophilus microplus) y Rhipicephalus annulatus
(anteriormente Boophilus annulatus). Rhipicephalus decoloratus, Rhipicephalus
geigyi y Rhipicephalus evertsi también transmiten esta especie. Los principales
vectores de B. bovis son R. microplus y R. annulatus, pero R. geigyi también
puede ser un vector (CFSPH, 2008).

La Babesiosis también se puede transmitir entre animales por inoculacion
directa, mientras que moscas y fémites contaminados por sangre infectada no

tienen gran importancia en la transmision (CFSPH, 2008).

2.1.9. Signos Clinicos

Las manifestaciones clinicas se caracterizan por una anemia hemolitica, la cual
varia dependiendo del agente (especie de Babesia) y del hospedador (edad,
inmunidad). B. bovis es generalmente mas patdégena que B. bigemina o B.
divergens. Los animales infectados desarrollan una inmunidad de por vida
contra la reinfeccidbn con la misma especie u otras especies debido a la
reaccion cruzada OIE, (2010). La mayoria de los casos de Babesiosis se
observan en adultos, y los animales menores de 9 meses generalmente no

presentan sintomas.

Los principales signos clinicos son: fiebre alta, anorexia, ataxia e
incoordinacion, mucosas palidas, ictericia, produccion de orina rojo oscura o
café (hemoglobinuria), shock circulatorio, en casos raros signos nerviosos
asociados al secuestro de eritrocitos infectados en los capilares del cerebro. En
casos agudos la parasitemia maxima (porcentaje de eritrocitos infectados) es
frecuentemente menor al 1 % para Babesia bovis mientras que en el caso de
Babesia bigemina excede el 10% pudiendo llegar al 30 % (OIE, 2010).



Puede observarse diarrea o estrefiimiento y manifestarse un sindrome de
insuficiencia respiratoria con disnea en animales afectados gravemente. La
fiebre puede producir abortos en vacas prefiadas y los toros a veces presentan
una disminucion temporal de la fertilidad. Parte del ganado bovino puede
aparecer echado con movimientos involuntarios en las piernas; la mayoria de

los animales con signos nerviosos, muere (CFSPH, 2008).

2.1.10. Diagnostico

Existen varios métodos para el diagndstico de babesiosis bovina, ya sea
identificando los parasitos directamente (métodos directos), o bien identificando

los anticuerpos contra los parasitos (métodos indirectos) (Gray, 2006).

2.1.10.1. Métodos Directos

a. Frotis Sanguineo

Los frotis finos de sangre fueron el primer método para detectar parasitos en
muestras clinicas y son los mas ampliamente usados. Los frotis gruesos son
tiles en la deteccién de pequefias cantidades de parasitos, pues se analiza
una cantidad diez veces mayor que en el frotis fino, sin embargo, la
identificacion de especies se realiza de mejor manera con frotis finos.
Habitualmente se utiliza la coloracion de Giemsa o naranja de acridina.
También se describen la inmunofluorescencia y la identificacion por
inmunoperoxidasa. Babesia spp. se puede identificar bajo un microscopio con
el lente de inmersion (100X), donde se observan todos los estadios divisionales
del parasito Mosqueda et. al., (2012). La sensibilidad es de un parasito por 106
glébulos rojos (Bose et al., 1995); (OIE, (2010).
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b. Frotis de Cerebro

Cuando un bovino ha muerto y se presume que sufri6 de Babesiosis con la
presencia de signos nerviosos, se puede identificar al parésito mediante
improntas de la corteza cerebral tefiidas igual que en frotis sanguineos. Casi el
cien por ciento de los eritrocitos presentes en los capilares del cerebro estan
infectados. Los frotis de otros 6rganos como el rifidn o el higado también

pueden llevarse a cabo con buenos resultados (Mosqueda, et. al., 2012).

C. Pruebas de Hemolinfa

La garrapata tras succionar la sangre de un bovino infectado ingiere los
parasitos, que pronto invaden el lumen del intestino y posteriormente la
hemolinfa de las garrapatas infectando a varios 6rganos. En este caso se toma
una gota de hemolinfa y se le realiza un frotis regular donde el diagnostico se
basa en la observacion de los kinetos, que tienen forma vermicular. La prueba
de hemolinfa requiere un microscopista experimentado ya que las garrapatas
en areas endémicas tienen una muy baja cantidad de kinetos (Mosqueda, et.
al., 2012).

d. Reaccién en Cadenade la Polimerasa PCR

Desde 1992 se ha desarrollado esta técnica que ha permitido determinar con
una alta sensibilidad (1000 veces mas sensible que la microscopia, 1 parasito
en 109 globulos rojos) y alta especificidad para varias especies de Babesia
spp. Criado-Fornelio, (2007). Sin embargo, requiere de tiempo, dinero y
personal capacitado. Es util como prueba confirmatoria y regulatoria, y en

algunos casos como marcador de cepas vacunales.

Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas
para replicar hebras de ADN. Para realizar la técnica se necesitan: los 4
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desoxirribonucledsidos-trifosfato (ANTP), dos cebadores (en inglés, primers),
iones divalentes MgCI2, una solucion tampén (buffer) de la ADN polimerasa,
ADN polimerasa (la mas comun es la polimerasa Taq), ADN molde y un

termociclador (Radstrém et. al., 2004).

El proceso de PCR por lo general consiste en una serie de 20 a 35 ciclos; cada
ciclo suele consistir en 2-3 pasos a diferentes temperaturas. El inicio consiste
en llevar la reaccion hasta una temperatura de 94-96 °C necesaria para que se
activen las ADN polimerasas. La desnaturalizacion permite la separacion de las
dos cadenas de ADN y se da entre los 94-95 °C. El alineamiento es la union del
cebador a su secuencia complementaria en el ADN molde, para ello es
necesario bajar la temperatura a 40-68°C. La extension o elongaciéon de la
cadena, consiste en la sintesis de una nueva hebra de ADN complementaria a
la hebra molde por parte de la polimerasa, la cual afiade los dNTP
complementarios en direccion 5'— 3', uniendo el grupo 5'-fosfato de los ANTP
con el grupo 3'-hidroxilo del final de la hebra de ADN creciente (la cual se
extiende). Para la Taq polimerasa, la temperatura de maxima actividad es de
72 °C. La elongacion final es una etapa uUnica que se lleva a cabo a una
temperatura de 70-74 °C durante 5 - 15 minutos tras el ultimo ciclo de PCR.
Con ella se asegura que cualquier ADN de cadena simple restante sea
totalmente amplificado. Finalmente la fase de conservacion se lleva a cabo a 4-
15 °C durante un tiempo indefinido para conservar la reaccién a corto plazo
(OIE, 2008).

Amplificacién exponencial de la PCR

Gen de interés —< < SH—

e ) ifp—
e
AN molde. | e > — — e —

3¢ ciclo

2 moléculas <

4 ciclo

22,4 5' ciclo 6' ciclo 40 ciclo

moléculas 3-8 216 2%,
moléculas moléculas 274.877.906.944
mol las

Figura 2. Amplificacion de la técnica de PCR (AgenBio Cuaderno N2 67, 2007)
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e. PCRen Tiempo Real

Es una técnica que amplifica y cuantifica un fragmento de ADN especifico, que
es observado en tiempo real mediante la deteccién de una sefal fluorescente
emitida durante la amplificacion. Tiene muchas ventajas sobre la PCR
convencional, ya que no requiere un analisis post-PCR, es mas rapido, no
genera gastos debido a un analisis electroforético o fotodocumentacion y
permite identificar con una alta probabilidad los productos de PCR a partir de
su temperatura de fusidn (denominado valor Tm, del inglés “melting
temperatura”). La primera RT-PCR descrita para la cuantificacion de Babesia
spp. fue en 2003 cuando se utiliz6 SYBR Green para cuantificar la transcripcién
del gen rap-1 de Babesia bigemina Suérez et. al., (2011). Se han publicado
varios protocolos para la cuantificacion de B. bovis y B. bigemina, Buling et. al.,
(2007); Kim et. al., (2007); Bhoora et. al., (2010); Ramos et. al., (2011). Se ha
reportado que la sensibilidad de RTPCR es cuatro veces mayor que PCR
convencional Chiang, et. al., (1996). Probablemente, la Unica desventaja de
esta metodologia es el alto costo de los equipos, que duplica o triplica el costo

de una maquina de PCR convencional.

f.  PCR Mdltiple

Es una variacion de la técnica de PCR en donde se emplean dos o mas pares
de primers en un unico tubo con el fin de amplificar simultdneamente varios
segmentos de ADN, Gray, (2006), lo que permite diagnosticar varias

enfermedades en una misma prueba.

g. PCR Anidada (nPCR)

Es una variante de la PCR convencional que comprende dos ciclos de

amplificacion con distintos pares de primers en cada una. Primero se realiza



13

una reaccion con los primers externos para amplificar una region de ADN mas
extensa, que contiene el fragmento objetivo. Después, con este producto de
amplificacion, se ejecuta una segunda PCR con los iniciadores internos para
para amplificar la region especifica. La principal ventaja es su mayor

sensibilidad en comparacion con la PCR normal o mdultiple (Kim, 2007).

h. Cultivo Celular

Se han utilizado para demostrar la presencia de portadores de Babesia spp.
Holman et. al., (1993), y B. bovis. La parasitemia minima detectable podria ser
baja (10-10) Friedhoff & Bose, (1994), por lo que es un método muy sensible,
con 100 % de especificidad, para la demostracion de la infeccion (OIE, 2010).

i. Sondas de ADN

Fueron el primer método desarrollado para detectar el ADN de Babesia spp en
sangre. La deteccion se lleva a cabo por autorradiografia, quimioluminiscencia
0 un sustrato colorimétrico. Con esta técnica se ha detectado Babesia spp. en
tejidos de garrapatas y en portadores infectados Hodgson et. al., (1992);
Ramos et. al., (1992). Esta metodologia toma varios dias y precisa de técnicos

especializados.

2.1.10.2. Indirectos

a. Inmonofluoresencia

Esta técnica se fundamenta en que los anticuerpos pueden ser marcados con
moléculas que poseen propiedades fluorescentes, es decir que estas

moléculas absorben luz de una longitud de onda y emite luz de otra longitud
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de onda, asi los anticuerpos que estan marcados con estas moléculas
fluorescentes se pueden visualizar con un microscopio que posee una fuente
de luz UV.

b. Ensayo por Inmuno absorcion Ligado a Enzimas (ELISA)

Tiene la ventaja de que se puede leer un gran nimero de muestras con
facilidad y presenta mayor especificidad de la IFAT. Hay varias versiones de
ELISA para la deteccién de varias especies de Babesia spp. incluyendo B.
bovis, B. bigemina, B. divergens, B. caballi, B. canis, B. gibsoni y B. microti
Weiland, (1986); Purnell et. al., (1977); Waltisbuhl, (1987). Evalta la presencia
de anticuerpos anti-Babesia utilizando un conjugado anti-lgG con una enzima,
por lo general de peroxidasa. Con esta prueba, es posible detectar anticuerpos
hasta cuatro afios después de una infeccion simple. Deberian producirse de un
95 -100% de reacciones positivas con animales inmunes a B. bovis, 1.2 % de
reacciones falsos positivos con suero negativo y <2% de reacciones falsos

positivos con animales inmunes a B. bigemina (OIE, 2010).

c. Inmunocromatografia (ICT)

Es un dispositivo de diagnédstico rapido que detecta los anticuerpos contra un
antigeno especifico impregnado en una tira de nitrocelulosa utilizando una
pequefia cantidad de suero. Es muy facil de realizar y leer, no utiliza ningun
equipo especial, por lo que se puede implementar en el campo y tiene un bajo
costo comparable con otras técnicas, es una prueba rapida (sélo diez a quince
minutos) y muy estable frente a diferentes temperaturas. Han sido
desarrollados para Babesia bovis, B. bigemina, B. caballi, B. gibsoni y B. microti
(Luo et. al., 2011); (Kim et. al., 2007); (Jia et. al., 2007); (Verdida et. al., 2005);
(Huang, 2006).
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d. Lineade Hibridacion de Transferencia Inversa (RLB)

Permite la deteccion de mdultiples géneros, especies 0 cepas en una muestra
de sangre o tejido. Este método ha sido utilizado para la deteccion de varias
especies de Babesia spp. como: B. bovis, B. bigemina, B. divergens, B. major,
B. motasi, B. crassa y B. caballi. Se usa principalmente para la deteccion
combinada de diferentes géneros y especies en estudios epidemiologicos
(Gubbels et. al., 1999); (Almeria et. al., 2002); (Butler et. al., 2008); (Niu et. al.,
2009); (Schnittger et. al., 2004).

e. Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP)

Amplificaciéon Isotérmica Mediatizada en circuito, con sus siglas en ingles LAMP
es un método de deteccion que amplifica ADN bajo condiciones isotérmicas
con una alta eficiencia, especificidad y velocidad. Se basa en el uso de cuatro
cebadores disefiados especificamente para amplificar seis secuencias
diferentes en el mismo ADN diana, con la ayuda de una ADN polimerasa
isotérmica. La especificidad de la amplificacion es alta. No requiere de
electroforesis y ni fotodocumentacién posterior, pero puede ser visto
directamente mediante fluoréforos como el SYBER-green y el Bromuro de
Etidio Mosqueda, et. al., (2012). Con esta técnica se han detectado varias
especies de Babesia incluyendo las cepas bovinas Iseki et. al., (2007). Para
Babesia bovis y B. bigemina el nivel de deteccién se aument6 hasta 103 y 105,
respectivamente, en comparacién con PCR convencional Iseki et. al., (2007).
Es una técnica con muchas ventajas sobre otras basadas en la deteccion de
acidos nucleicos y puede ser ventajoso en los paises en vias de desarrollo o
laboratorios donde se carece de equipos especializados.
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2.1.10.3. Diagnéstico Diferencial

La Babesiosis se asemeja a otras enfermedades que producen fiebre y anemia
hemolitica. El diagnéstico diferencial incluye Anaplasmosis, Tripanosomiasis,
Teileriosis,  Leptospirosis, Hemoglobinuria  bacilar,  Eperitrozoonosis,
intoxicacion por colza e intoxicacion crénica por cobre. La rabia y otras
encefalitis también pueden considerarse en el ganado bovino con signos del
SNC (CFSPH, 2008).

2.1.11. Tratamiento

El control de la Babesiosis bovina se puede realizar mediante la inmunizacion,
drogas anti-babesiales o por una combinacion de estas Suarez, et. al., (2011).
En zonas endémicas, los animales enfermos deben ser tratados con un
farmaco eficaz tan pronto como sea posible Vial et. al., (2006); CFSPH, (2011).
La terapia de apoyo puede ser necesaria en casos graves de Babesiosis
mediante transfusiones sanguineas, antiinflamatorios no esteroideos,
eliminacién de garrapatas, hierro, dextrosa, vitaminas (complejo B), purgantes,
y reemplazo de fluidos (Zintl et. al., 2003).

2.2. CARACTERISTICAS MOLECULARES DEL GENERO BABESIA

2.2.1. Secuencia Gendmica

Actualmente la Universidad Estatal de Washington esta llevando a cabo los
proyectos del genoma de Babesia bovis y Babesia bigemina. Hasta el momento
se ha estudiado el genoma de Babesia bovis cepa Tejas T2Bo, el cual esta
constituido por cuatro cromosomas Brayton et. al., (2007). El cromosoma 1, el
mas pequefio, contiene un gran espacio fisico, flanqueado por dos grandes
contigos de 821.816 pares de bases (pb) y 285.379 pb de longitud. Los
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cromosomas 2 y 3 estan conformados por 1.729.419 y 2.593.321 pb de
longitud, respectivamente y el cromosoma 4 que contiene un espacio que no se
ha resuelto y un contigo de 1.149 pb que separa dos contigos de 827.912 pb y
1.794.700 (Brayton et. al., 2007).

Mochondnon [ A
N 0000 6,006 pb
Aposplest 35,107 pb
I L ) | ~1,189,000 pb
2 AN 01 000) » 1,129,419 pb
S K AAXTHI 000001 B 250352pb
AANTDI00001)
4 @ Oseees0( AANTOI000002 B 2522812pb
Hl Teomer
” RNA operon

Figura 3. Mapa Cromosémico de B. bovis Cepa Tejas T2Bo. (WSU, 2012)

2.2.2. Marcadores Moleculares

Los principales marcadores moleculares utilizados en la identificacién de B.
bovis y B. bigemina son: el gen BNMK, Bv80, BvVAL1, Citocromo b, Factor de
elongacion 1a, msa-1, msa-2, RAP-1, CT-SPR, rARN y SBP 1, 2, 3. Su
utilizacién en la deteccién de las Babesias bovinas varia dependiendo de la
region geografica de estudio, el grado de conservacion del gen y los resultados

de estudios previos que concluyen su utilidad diagnéstica (Rios et. al., 2011).
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Cuadro 1. Principales marcadores moleculares utilizados para la identificacién de Babesia spp.

Gen Descripcién Marcador Molecular Autor, afio Ublca§|_0n
geogréfica
Subunidad esencial de los microtubulos. Los fragmentos
N-teminales de las tubulinas a y B estan muy .
: AL Beta - tubulin .
Gen de la beta- concentrados. Sus porcentajes de identificacién son del Caccio et, al. i
tubulina 99.99%. 2000 ltalia
Regién del genoma nuclear de B. Bovis que codifica
Gen BNMK una proteina ribosomal homéloga L35 (B35) y un
nucleésido monofosfato quinasa (BNMK). BNMK Silins et al, 1996 Austria
L35 (b/35)
Bv 80 Lew et al, 1997 Australia
Figueroa et al,
Corresponden a proteinas de las roptrias del merozoito. 1998 L.
Se han utilizado para demostrar la heterogeneidad entre México
Familia génica _a|s|am|entos de Babesia t_)ows fenotnpu_:gmente Quintao-Silva et )
diferentes y que por procesis de atenuacion puede al 2007 Brasil
Bv revertir a un fenotipo virulento. '
Bv 80y Bv VAL Bock et al, 2000 Australia
B . X Buling et al,

Gen de la proteina mitocondrial. Gen conservado con 2007 Espafia

mayor nimero de copias que los genes ribosomales,

. lo que sugiere mayor sensibilidad. Se report6 100% .
Gen del citocromo b de identidad. Citocromo b Salem et al, USA
2006
Codifica una proteina expresada de manera
abundante, clave en la traduccién de proteinas
eucariotas. En Babesia bovis el EF-1a, contiene dos
Gen del factor de genes EF-1aidénticos(A y E) y se ha confirmado que Factor de elongacion Suares et al, .
elongacion alfa (EF- ambos genes EF-1a son transcritos en los merozoitos 1a 2006 Australia
1a) y son muy conservados en esta especie.

Genes presentes en Babesia bovis que codifican para Borgonio et al, N
las proteinas antigénicas presentes en la superficie Msa-1y msa 2¢ 2008 México
del merozoito(msa) involucradas en la invasion del

Gen msa-1y msa-2c parasito a los eritrocitos de la especie bovina. Sus
porcentajes de identidad son del 22%-99,7%.
Msa2 Pérez Llaneza et Argentina
al, 2010
Proteinas asociadas a roptrias. Alto grado de
Gen RAP conservacion entre cepas de B. bovis pero no para B. Silva et al, 2009 Portugal
bigemina RAP-1/CT-STR
Luo et al, 2005
China
Salih et al, 2007
Componente pequefio de los ribosomas. Os datos del Sudan
18s ARN son ampliamente utilizados en anélisis Mghirbi et al
Subunidad pequefia moleculares y filogénicos. Su ritmo evolutivo es lento 9 ’ .
; " 2008 Tanes
ARNr siendo un gen altamente conservado. Tiene un alto
nivel de sensibilidad y reportes de identidad cercanos TARN
al 100%. Adham et al Egipto
2009
Pakistan
Durrani, 2008
México
SBP123
; B ; B ) i Ruef et al, 2000 h
Gen de la proteina La proteina esté en los 6rganos del complejo apical de Ghana
del cuerpo esférico Babesia. Contiene una regién conservada en las cepas .
(SBP) 1-2-3 de B. bovis de Texs, Mexico y Australia. Austrzzglglget al, Mongolia
SBP2-RAP
Brasil

Fuente: Rios et al., (2011).
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2.3. GARRAPATAS

2.3.1. Tipos de Garrapatas

Existen aproximadamente 870 especies de garrapatas descritas en el mundo,
todas agrupadas en el suborden Ixodida, el cual esta dividido en tres familias:

Ixodidae, Argasidae y Nuttalliellidae (Gulielmone et al., 2010).

Carecen de antenas, tienen cabeza y térax fusionados y cuatro pares de patas,
al igual que las arafas y escorpiones, con excepcion de las larvas, que
presentan tres pares de patas. La clase agrupa al Orden Acari y dentro de éste
al suborden Ixodida al que pertenecen las garrapatas que se diferencian de los
demas &caros en que presentan hipostoma dentado y una estructura
quimiorreceptora en el primer par de patas denominada érgano de Haller
(Barros et al., 2006).

Son ectoparasitos obligados, necesitan alimentarse de sangre para completar
su desarrollo y tienen un complejo ciclo de vida, presentando una fase
parasitaria de alimentacién sanguinea (lo hacen penetrando en la piel de sus
huéspedes con el hipostoma) y una fase de vida libre (periodo de oviposicion y
entre mudas) (Boero, 1957); (Gatto et al., 2006).

Algunas especies de garrapatas aceptan una variedad de especies
hospedadoras, otras son mas selectivas y algunas son extremadamente
exigentes y se alimentan de una sola especie de hospedador. Las garrapatas
son reconocidas por su capacidad de parasitar vertebrados domésticos,
silvestres y al hombre, lo cual puede resultar en problemas sanitarios para sus
hospedadores (Guglielmoneet al., 2003).

El ciclo de vida de las garrapatas de la familia Ixodidae presenta una etapa
inactiva (huevos) y tres etapas moviles hematéfagas: larva, ninfa y adulto.
Cada una de estas requiere de varios dias de fijacion en el hospedero Gatto et
al., (2006), Barros et al., (2006). En contraste, las garrapatas de la familia
Argasidae pueden pasar por varios estadios ninfales antes de alcanzar la fase

adulta y las etapas de alimentacion pueden ser muy cortas (de minutos a
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horas). Los requerimientos de habitat son un aspecto importante en la biologia
de garrapatas y afectan los estados no parasiticos asi como la oportunidad de
contacto con un hospedero para la ingesta de sangre (Oliver, 1989).

2.3.1.1. Subfamilia Ixodidae

Caracterizadas por la presencia de escudo quitinoso y conocidas como
garrapatas duras, con aproximadamente 702 especies en el mundo. El
gnatosoma esta compuesto por el hipostoma (utilizado para fijarse al huésped)
y los palpos (6rganos tactiles). En la cara dorsal de la base del gnatosoma de
las hembras, se encuentran las areas porosas, variando la forma segun las
especies. Los queliceros son utilizados para perforar la piel del huésped. El
idiosoma es de forma variable segun las especies y sexo. Aplanado dorso-
ventralmente en machos y en larvas, ninfas y hembras que no se han

alimentado. En las larvas, ninfas y hembras repletas, el cuerpo es globoso.

La cara dorsal del idiosoma, esta compuesta por el escudo (placa de quitina,
lisa o con dibujos (ornato). Cubre el tercio anterior en las hembras no
alimentadas y casi toda la superficie dorsal en los machos. Sobre la superficie
del escudo, se encuentran surcos mas o menos marcados. Entre estos y el
borde posterior del cuerpo pueden existir pequefios surcos que delimitan
celdas mas o menos cuadrangulares (festones marginales). En algunos
géneros, el borde del escudo presenta dos estructuras de ubicacion simétrica,
los ojos. La cara ventral del idiosoma presenta detalles de importancia para la
clasificacion. En la parte anterior se encuentra el poro genital. En la parte
posterior se localiza el poro excretor o nefrostoma. Las patas son 8 en los
adultos y 6 en las larvas. Todas compuestas por 6 articulos: coxa, trocanter,
fémur, tibia, protarso y tarso. Los tarsos terminan en dos ufias y una pieza
intermedia que actia como 6rgano de adherencia, (Boero, 1957); (Barros et al.,
2006).

Los ixdédidos se caracterizan por su dimorfismo sexual. Pasan por cuatro

estadios: huevo, larva, ninfa y adulto. Tienen s6lo un estadio ninfal. Cada etapa
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requiere de varios dias para ingerir sangre y también requieren ingestas mas
abundantes de sangre. Las ninfas y hembras solo se alimentan una vez. Las
hembras producen una gran masa de huevos y mueren. La mayoria de las
garrapatas de ésta familia requieren tres hospedadores diferentes que pueden
0 no ser de la misma especie. Con frecuencia, larvas y ninfas se alimentan
sobre pequefios y medianos mamiferos, mientras que los adultos se alimentan
sobre especies mayores. Algunos ixddidos no requieren multiples hospederos y

se alimentan sobre uno o dos (Oliver, 1989).

Figura 4. Ejemplar del Género Ixodidae (DPC Selvaggia, Higiene Ambiental, Malaga, 2008)

2.3.1.2. Géneros

a. Dermacentor

La mayoria de las especies se ubican en climas templados, algunas pueden
transmitir infecciones zoonosicas, tiene la capacidad de transportar a otros
parasitos del género protozoo como las Babesias, la Anaplasmosis, la Fiebre Q

y otras enfermedades.
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Este parasito se ubica principalmente en las orejas de su hospedador, sin
embargo en casos clinicos puede llegar a infestar las fosas nasales y las crines

del animal.

Los ojos son pequefios, circulares y planos. El escudo dorsal y las

extremidades tienen color un fondo rojo (Junquera, 2013).

Figura 5. Ejemplares de garrapata Dermacentor variabilis (DPC Selvaggia, Higiene Ambiental,
Malaga, 2008)

Este género son Garrapatas de tres huéspedes: Un adulto dilatado por sangre
desciende de un huésped principal y pone huevos en la tierra, de éstos nacen
larvas que pueden vivir de 20 a 115 dias sin alimentarse. Las larvas se instalan
en un huésped para extraer sangre, y descienden para mudar a ninfas sobre el

pasto.

Las ninfas pueden vivir hasta 11 meses sin alimentarse. Las ninfas toman un
nuevo huésped para extraer sangre, y descienden para mudar a garrapatas,

gue pueden estar hasta 14 meses sin alimentarse.

Los adultos jovenes ascienden al huésped principal para reiniciar este ciclo, el
huésped puede ser el mismo animal, otro animal de la misma especie o un
animal de otra especie. Se localizan en toda la piel del animal, especialmente

en tabla del cogote y entrepierna.
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b. Amblyoma

Especie de garrapata dura en la que la hembra es mas grande que el macho se
caracteriza por tener tres hospedadores, y ser muy dificil de extraer

manualmente.

El escudo distintivo es de un tono mas palido en el macho y la hembra presenta
una mancha plateada en forma de estrella en el margen posterior.

Tienen unas trompas largas que generalmente ocasionan heridas profundas y

sensibles a contaminarse con larvas de gusanos barrenadores y bacterias.

Una de las especies mas conocidas en América del Sur es la Amblyomma
cajennense, que en la mayoria de los casos llega a parasitar hasta a el hombre

y cuya actividad es continua durante todo afio.

Estas garrapatas ademas de sus picaduras, son vectores de varias

enfermedades como las siguientes:

e Amblyomma hebraeun transmite Lowdria (Rickettsia ruminantium) y
fiebre de picadura de garrapata.

e Amblyomma americanum transmite la paralisis de garrapata y la
fiebre Q. (Rickettsia burnetii).

¢ Amblyomma maculatum transmite la pardlisis de la garrapata.

Un adulto dilatado por sangre desciende de un huésped principal y pone
huevos en la tierra. De éstos nacen larvas que pueden vivir de 50 a 80 dias sin
alimentarse. Las larvas se instalan en un huésped para extraer sangre, y
descienden para mudar a ninfas sobre el pasto. Las ninfas pueden vivir hasta

15 meses sin alimentarse (Camilo et al., 2010).
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Figura 6. Ejemplar de garrapata del Género Amblyoma (DPC Selvaggia, Higiene Ambiental,
Mélaga, 2008)

Las ninfas toman un nuevo huésped para extraer sangre, y descienden para
mudar a garrapatas, que pueden estar hasta 14 meses sin alimentarse. Los
adultos jovenes ascienden al huésped principal para reiniciar este ciclo. El
huésped puede ser el mismo animal, otro animal de la misma especie 0 un

animal de otra especie (Camilo et al., 2010).

c. Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Son garrapatas de un solo huésped con ciclos que pueden durar entre tres y
cuatro semanas y pueden llegar a causar infestaciones severas. Es
considerada la garrapata mas importante del mundo para el ganado por su

resistencia a los garrapaticidas.

Tienen la capacidad de transmitir parasitos protozoarios como la Babesias y

Anaplasmas.

Como en la mayoria de las garrapatas duras la hembra es de mayor tamafio
que el macho y en la hembra a diferencia del macho el escudo dorsal no la

cubre completamente (Gugliemone y Nava, 2005).
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Figura 7. Ejemplar de garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Los machos tienen un tamafio de 3 a4 mm y las hembras de 10 a 12 mm. Este
género de garrapatas se encuentran comunmente en Argentina. Las larvas
pueden sobrevivir hasta 7 meses sin alimentarse, y en verano unos dos meses.
Este género de garrapatas se llegan a desarrollar en 45 dias,

aproximadamente.

Estas garrapatas se localizan en toda la piel del animal, especialmente en tabla
del cogote y entrepierna.

Estas garrapatas transmiten la enfermedad denominada Babesiosis. Esta
enfermedad, también conocida como Fiebre tic, es producida por un parasito
de la garrapata (Babesia bigemina), que persiste en sus huevos. Generaciones

sucesivas infectan entonces a los huéspedes de las garrapatas.

La Rhipicephalus (Boophilus) microplus o garrapata tropical transmite la
Anaplasmosis (Anaplasma marginale), la Piroplasmosis (Babesia bovis,
Babesia bigemina) y la Fiebre Q (Rickettsia burnetti). Boophilus calcaratusla

Babesiosis y la Anaplasmosis (Voltzit, 2007).
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d. Ixodes

Son garrapatas de tres huéspedes y pueden llegar a infectar a mamiferos, aves

y reptiles.

La de mayor importancia en las zonas tropicales la I. ricinus ya que parasita al

ganado y en algunos casos puede infestar al hombre.

Figura 8. Garrapata adulta del género Ixodes.

Un adulto dilatado por sangre desciende de un huésped principal y pone
huevos en la tierra, de éstos nacen larvas que pueden vivir de 13 a 19 meses
sin alimentarse. Las larvas se instalan en un huésped para extraer sangre, y

descienden para mudar a ninfas sobre el pasto.

Las ninfas pueden vivir hasta 24 meses sin alimentarse, las ninfas toman un
nuevo huésped para extraer sangre, y descienden para mudar a garrapatas,
que pueden estar hasta 27 meses sin alimentarse. Los adultos jovenes
ascienden al huésped principal para reiniciar este ciclo. El huésped puede ser

el mismo animal, otro animal de la misma especie o un animal de otra especie.

Transmiten la pardlisis de la garrapata (Ixodes ricinus), transmite la

Piroplasmosis (Babesia divergens, Babesia bovis) y la Anaplasmosis
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(Anaplasma marginale). Ixodes holocytus transmite la Fiebre Q
(Coxiellaburnetti) (Gerson & Smiley, 1990).

2.3.2. Clasificacion taxonémica

Siendo Rhipicephalus (Boophilus) microplus la especie de garrapata mas
representativa se la ha tomado como ejemplo para destallar su taxomonia
(Barker & Murrel, 2008).

Reino: Animalia
Tipo: Artropoda
Subtipo: Chelicerata
Clase: Aracnida
Orden: Ixodida
Familia: Ixodidae
Género: Rhipicephalus
Subgénero: Boophilus
Especie: R. microplus

2.3.3. Ciclo Biolégico de la Garrapata

El ciclo biolégico de la garrapata Rhificephalus (Boophilus) microplus ocurre
entre el hospedero, la vegetacion y el suelo de un sitio especifico, comprende
cuatro estadios bioldgicos el de huevo (incuba de 17 a 21 dias), larva (7 a 10
dias), ninfa (5 a 6 dias) y adulto (1 a 3 dias) de una fase a otra se desarrolla el
proceso de ecdisis 0 desprendimiento del exoesqueleto; la fase parasitaria

(larva)se inicia en el suelo, luego trepa a las plantas mas cercanas para mas
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tarde trepar al hospedero animal; tanto en los animales como en el suelo la

garrapata esta sujeta a cambios ambientales el adulto se deja caer del

hospedero una vez que se realiza la copula (Bazan, 2002).

Hembra %
/
Huevos \

Se alimenta de mamiferos
( /
Ninfa

gradesy medianos, ademss de
Se alimenta de mamiferos

bumanos
madiznosy p2goetios

% Macho

Larva

Se alienta de
mamiferos
pequedios

Figura 9. Ciclo bioldgico de la garrapata

2.3.4. Identificacién de garrapatas

Los géneros de garrapatas pueden

identificarse gracias a algunas

caracteristicas morfologicas como en el rostro, el escudo, los ojos, el surco

anal, los festones, etc., (Solari, 2006).

Cuadro 2. Caracteristicas individuales de los géneros de garrapatas

ROSTRO ESCUDO | OUoS s‘.n&o FESTOMES | COXAI [ PLACAS |ESPRACILOS| ESC000 | TAMANO
hodes ; ¥ \ » Y | (©) |
P g@ Largo Q-Q o o \—{o Nada | “"2 G . | .-
Wzg‘"‘a g@ Qy s ron | % ‘Nl ey 3 | S| Geande
Largo| '\ Si| Espinas | No |
] . At No o r—\ i |
2 |8 | V| ¢ [\ LK) O | | e
Haemaphysals | /TR (Y71 % | | KT
-~ m \J No Pos. | “eu? | I co e Q No | Medo
Rh Y S| |
”?;.?"‘“sm @ S Post. ‘u.,/; = \'“""z Q No | Medo

Fuente: Solari et al., (2006).
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3.1.1.

3.1.2.

3. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

De Campo

96 Bovinos de diferente edad, raza y sexo.
Overol

Botas

Cuerdas

Nariguera

Termo

Tubos vacutainer con anticuagulante EDTA
Agujas

Capuchones

Placas portaobjetos

Marcador indeleble

Frascos para garrapatas

Hoja de registro

Encuestas

Céamara fotografica

De Oficina

Ordenador
Memoria USB
Impresora
Papel bond

Calculadora



3.1.3.

Lapices
Esferograficos
Registros

Borrador

De Laboratorio

Mandil

Guantes

Mascarilla

Placas portaobjetos
Aceite de inmersion
Colorante de Giemsa
Frasco lavador o lavador de placas
Microscopio
Estereoscopio

Cajas Petri

Kit QBC

Pipeteador automatico
Micro centrifuga Indexx

Equipo para hemogramas
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Cabina de bioseguridad LABCONCO Purifer Class Il Biosafety Cabinet

Kit de extraccion de ADN Pure Link® Genomic DNA mini kit, Invitogen

Micropipetas

Puntas de pipetas desechables 0.5-10 pul, 20-100 pl, 100-1000pl

Autoclave
Estufa
Bafio Maria

Vortex

Centrifuga EPPENDORF Centrifuge 5415 D

Espectrofotometro NanoDrop™ 2000

KIT para PCR Applied biosistems™
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Primer 1 Invitrogen® 1 — F CACGAGGAAGGAACTACCATGTTGA
Primer 2 Invitrogen® 1 - R CCAAGGAGCTTGAACGTACGAGGTCA
Primer 3 Invitrogen® 2 — F TCAACAAGGTACTCTATATGCTACC
Primer 4 Invitrogen® 2 — R CTACCGAGCAGAACCTCCACCAT
Primer 5 Invitrogen® 3 — R CATCTAATTTCTCTCCATACCCTCC
Primer 6 Invitrogen® 3 — F CCTCGGCTTCAACTCTGATCCAAAG
Primer 7 Invitrogen® 4 - F CGCAAGCCCAGCACGCCCGGTGC
Primer 8 Invitrogen® 4 — R CCGACCTGGATAGGCTGTATG
Agua destilada desionizada

Tubos ependorff de 50 uL, 600uL y 1500uL

Gradillas

Termociclador punto final Applied Biosistems™

Balanza Analitica

Microondas

Parafilm

Tijeras

Equipo de electroforesis

Transluminador y fotodocumentador

Congeladores

METODOS

3.2.1. Localizacién del Ensayo

El presente trabajo investigativo se llevd a cabo en los cantones Zamora y

Centinela del Céndor correspondientes al sector oeste de la provincia de

Zamora Chinchipe, la superficie de estos cantones es de 2395 Km? (Centinela
del Condor 519 Km? y Zamora 1876 Km?) y representa el 17,81 % de la

superficie total de la provincia (10.556 km?2), (GAD Provincial Zamora
Chinchipe, 2014).
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El sector oeste de la provincia de Zamora posee las siguientes caracteristicas

meteoroldgicas.

Cuadro 3. Caracteristicas meteoroldgicas de los cantones del sector Oeste de la provincia de

Zamora Chinchipe.

CARACTERISTICA

CANTON ZAMORA

CANTON CENTINELA

DEL CONDOR
Altitud (msnm) 1000 a 3000 800 a 2000
Temperatura (°C) 18 a 22 18a24
Clima (Holdridge) tropical célido humedo Sub tropical
Precipitacion 500 a 1000 2000 a 3000
(mm/afio)
Humedad (%) 92 30-95

Fuente: GAD Provincial Zamora Chinchipe, (2014)

3.2.2. Tamaiio de la Poblacion

La poblacion estuvo constituida por 18 376 bovinos de las ganaderias del

sector Oeste de la provincia de Zamora Chinchipe de diferentes edades, razas

y sexo, de donde se extrajo estadisticamente una muestra para su estudio.

Cuadro 4. Poblacion bovina sector oeste de la provincia de Zamora Chinchipe.

CANTONES CABEZAS UPAS
Zamora 13986 846

C. del Condor 4390 212
TOTAL 18376 1258

Fuente: GAD Provincial Zamora Chinchipe, (2014)
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3.2.3. Tamafno de la muestra

Para obtener el tamafio de la muestra se calcul6 partiendo del conocimiento de
la poblacién bovina existente en el sector oeste de la provincia de Zamora
Chinchipe y de la probabilidad de prevalencia junto con el error maximo
permitido, mediante la siguiente formula:

Z2 «N P xQ
n=
E2 «(N —1)+ Z2 xP Q

Donde:

n = tamafio de la poblacién

Z = Percentil 1-alfa/2 de la normal para alfa=0,05 Z=1,96
P = Probabilidad de encontrar el efecto (50 %)

Q = Probabilidad de fracaso (50%)

E = Error m&ximo permisible o precision (10 %)

Considerando que la poblacion bovina del sector oeste de la provincia de
Zamora Chinchipe es de 18 376 animales; y que la probabilidad de prevalencia
de acuerdo a trabajos previos es elevada ( 80 %), y un error de precision

permitido es de 10 %; la férmula se desarrollé asi:

1,962 x 18376 * 0,5 * 0,5

" 012 % (18376 — 1) + 1,962 % 0,5 % 0,5

96
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Por lo tanto, el tamafio de la muestra fue de 96 bovinos escogidos de forma
aleatoria en las ganaderias del sector oeste de la provincia.

Para la realizacion de la técnica de nPCR por cuestiones logisticas de las 96

muestras se seleccionaron al azar 70.

Cuadro 5. Cabezas de ganado y fincas del sector oeste de la provincia de Zamora Chinchipe

OESTE Cabezas Factor Muestra | Fincas Factor Muestra
Zamora 13986 |0,00522421 73 846 |0,01795841 14
Centinela del Condor | 4390 |0,00522421 23 212 | 0,01795841 5
Total 18376 |0,00522421 96 1058 |0,01795841 19

3.2.4. Variables a Evaluar

Para el presente trabajo de investigacion se consideraran las siguientes

variables:

e Prevalencia de Babesia bovina en el sector Oeste de la provincia de
Zamora Chinchipe por edad, por sexo y por raza
- Por Giemsa
- Por PCR

¢ Identificacién de géneros de garrapatas presentes en el sector.
e Hemograma bovino
- Hematocrito

- Hemoglobina

- Serie blanca

e Andlisis epidemiolégico
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3.2.5. Analisis Estadistico

La informacion recopilada fue tabulada y se presenta en cuadros y graficos
con promedios y porcentajes, utilizando la estadistica descriptiva, ademas para
establecer diferencia estadistica se utilizé la prueba de chi cuadrado (X2).

3.2.6. Aplicacion de Encuestas

Para la obtencién de datos relevantes relacionados con la Babesiosis bovina,
se aplicé una encuesta a diferentes fincas del sector oeste de la provincia de

Zamora Chinchipe seleccionadas aleatoriamente.

3.2.7. Tomay Recoleccion de las Muestras

La muestras se tomaron asépticamente de la vena yugular en tubos vacutainer
con EDTA, agitando lentamente para favorecer su mezclado, se las colocé en
un termo para su conservacion hasta su analisis en el laboratorio de
diagndstico de la Carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia y en el Centro de
Biotecnologia de la Universidad Nacional de Loja.

3.2.8. Recoleccion de Garrapatas

Junto con las muestras de sangre, se procedié a recolectar de los animales
seleccionados, garrapatas de diferente tamafo y de las distintas regiones del
cuerpo, en una cantidad de 25 garrapatas aproximadamente por cada finca.
Las garrapatas fueron colocadas en frascos con pafios himedos y con tapas
agujereadas, hasta llegar al laboratorio y ser clasificadas por su género,

siguiendo la guia practica de identificacion de géneros (Solari et al., 2006).
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3.2.9. Analisis de Laboratorio

a. Realizacion de Frotis Sanguineos

Los frotis se realizaron extrayendo una gota de sangre de la oreja del bovino,
ubicandola sobre el portaobjetos y realizando el extendido de la gota con la
ayuda de otro portaobjetos o con una laminilla, en la que debe presentar una
punta de cola, luego se procede al secado.

b. Tincién de Giemsa

Los frotis de sangre se ubicaron en una gradilla portaobjetos para luego
proceder a realizar la tincion de Giemsa de acuerdo a la siguiente técnica:

[ERN

. Fijado con alcohol metilico

N

. Dejar secar de 5 a 10 minutos

3. Sumergir en Giemsa durante 30 minutos

4. Eliminar el colorante y Lavar con agua destilada
5. Dejar secar a temperatura ambiente; y,

6. Observar al microscopio con aceite de inmersion y lente de 100X.

c. Identificacién de Garrapatas

Para la identificacion de los distintos géneros de garrapatas existentes en el
sector oeste de la provincia de Zamora Chinchipe, se utilizé un estereoscopio y
como guia el manual de identificacion de garrapatas Solari et al., (2006) en
donde se distinguen caracteristicas propias de cada género. Los datos fueron

registrados en el anexo correspondiente.
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Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se utilizé el kit de extraccion Pure Link Genomic

DNA mini kit de Invitogen. El protocolo empleado se describe a continuacion:

1.

2.

9.

Poner el bafio Maria a una temperatura de 55°C.
Poner 200pl de sangre (fresca o congelada) en un tubo estéril.
Adicione 20 pul de proteinasa K a la muestra.

Adicione 20pl de ARNasa a la muestra y mezcle en vortex e incube a

temperatura ambiente por 2 minutos.

Adicione 200 pl de Pure Link Genomic Lisis/Binding Buffer y mezcle en

vortex hasta obtener una solucion homogénea.

Incube a 55°C por 10 minutos para promover la digestion de las

proteinas.

Adicione 200ul de etanol 96-100%, mezcle en vortex por 5 segundos

hasta obtener una solucibn homogénea.
Colocar una columna dentro del tubo colector.

Adicionar aproximadamente 640ul de lisado celular en la columna.

10. Centrifugue la columna a 10000g por un minuto a temperatura ambiente

11. Descarte el tubo colector y coloque un tubo colector nuevo.

12. Adicione 500ul de Wash buffer 1 preparado con etanol en la columna.

13. Centrifugue la columna a 10000g por un minuto.

14. Descarte el tubo colector y coloque uno nuevo.

15. Adicione 500ul de Wash buffer 2 preparado con etanol en la columna.
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16. Centrifugue la columna a 10000g por 3 minutos a temperatura

ambiente y descarte el tubo colector.
17. Coloque la columna en un tubo estéril de 1,5ml.
18. Adicione 25-200ul de Pure Link Genomic Elution Buffer en la columna.

19.Incube a temperatura ambiente por un minuto. Centrifugue a 10000g por

1 minuto a temperatura ambiente.

e. Verificacién de Calidad de ADN

Para este proceso se utiliz6 Espectrofotometro Nanodrop™ 2000, el cual
permite cuantificar la calidad de las muestras de ADN. El manejo del equipo se

describe a continuacion:

Se debe limpiar las superficies Opticas superiores e inferiores del sistema de

espectrofotometro con un pafio limpio adecuado.
Colocar 1uL de agua desionizada limpia en la superficie inferior éptica.

Cierre el brazo de palanca, asegurando que el pedestal superior entra en

contacto con el agua desionizada.

Levante el brazo de palanca y limpie tanto las superficies Opticas con un

pafio limpio, seco y sin pelusa, un pafio de laboratorio.

Abra el software NanoDrop y seleccione la aplicacion de &cidos nucleicos.
Utilice un pequefio volumen, pipeta calibrada para realizar una medicién en
blanco mediante la supresion de 1 uL de Pure Link Genomic Elution Buffer
sobre la superficie 6ptica inferior. Baje el brazo de palanca y seleccione "En

blanco" en la aplicacion de acido nucleico.

Una vez que la medicidon en blanco este completo, limpie las superficies

Opticas con un pafio limpio, seco y sin pelusa, un pafio de laboratorio.
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Elija la constante apropiada para la muestra que se va a medir.

Colocar 1 uL del extracto de ADN y correr la muestra. Visualizar en el

monitor la calidad de ADN de la muestra.

f. Ensayos de PCR

Para la realizacion del nPCR de Babesia bovis se utilizaron los cebadores
descritos por Figueroa et al. (1993), con los que se amplifica un fragmento de
ADN correspondiente al gen rapl de B. bovis. En la primera etapa (PCR1) se
emplearan los cebadores externos (5'-
CACGAGGAAGGAACTACCGATGTTGA-3 5'-
CCAAGGAGCTTCAACGTACGAGGTCA-3"), que amplifican un fragmento de
356pb y en la segunda etapa (PCR2) se emplearan los cebadores internos (5'-
TCAACAAGGTACTCTATATGGCTACCS';
5'CTACCGAGCAGAACCTTCTTCACAT 3'), con los que se amplifica un
fragmento de 291pb.

Ambas etapas (PCR1 y PCR2) se realizaron en una mezcla de reaccion de
25ul. Los componentes de esta mezcla y sus cantidades se describen mas

adelante.

El programa de amplificacion para ambos PCR: un ciclo de 95 °C/2 min., 35
ciclos de 95°C/1 min., 55°C/1 min., 73°C/1.5 min, y una extension final de a 73
°C/15 min.

g. nPCRde B. bigemina

Para la realizacion del nPCR para Babesia bigemina se utilizaron los cebadores
descritos por Figueroa et al., (2013), con los que se amplifica un fragmento de
ADN correspondiente al gen rapl de B. bigemina. En la primera etapa (PCRu1)

se emplearan los cebadores externos (5'-
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'CATCTAATTTCTCTCCATACCCCTCC -3Y; (5'-
CCTCGGCTTCAACTCTGATGCCAAAG 3'), que amplifican un fragmento de
278pb y en la segunda etapa (PCR2) se emplearan los cebadores internos (5'-
CGCAAGCCCAGCACGCCCCGGTGC-3Y; (5'
CCGACCTGGATAGGCTGTGTGATGS'), con los que se amplifica un fragmento
de 170pb.

Se utilizaron mezclas de reaccion similares que también se describen mas
adelante. El programa de amplificacion para el PCRz1: un ciclo de 95 °C/2 min.,
35 ciclos de 95 °C/1 min., 52 °C /1 min., y 72 °C/1 min. y una extension final de
a 72 °C/10 min. Para el PCR2: un ciclo de 95 °C/2 min., 35 ciclos de 95 °C/1
min., 58 °C /1 min., y 72 °C/45 seg. y una extension final de a 72 °C/10 min.

Todos los reactivos se manipularon en flujo laminar bioseguridad LABCONCO
purifer Class Il Biosafety Cabinet, utilizando puntas descartables resistentes a
aerosoles. Las reacciones se desarrollaron en un Termociclador (Applied
Biosistems).

h. Técnicade PCRynPCR

Tanto para los ensayos de PCR para B. bovis y B. bigemina se utilizé el mismo

procedimiento, el cual se describe a continuacion.

Preparacion de primers

A 100 uM del piemer madre se le agreg6 100 uL de agua ultrapura.

Tomar 10 uM del primer y afiadir 90 uL de agua ultra pura.

Mix PCR B. bovis

Para realizar este mix se utiliza los siguientes componentes con las cantidades
endicadas a continuacion. Para B. bovis de utilizo los primers 1y 2 para la

primera PCR y los primer 3y 4 para la segunda PCR.
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Enzima 12.5uL
GC Enhancer 2uL
Primer 1 luL
Primer 2 luL

Agua ultra pura 7.5Ul

Se recomienda centrifugar esta preparacion por al menos 10 segundos a 12000

rpm para mejorar la mezcla de los componentes.

Luego de la preparacién del mix se toma 1 uL del extracto de ADN y se le

afiade 24 del mix anteriormente preparado.

Después de este proceso se lleva las muestras al termociclador el cual debe

estar calibrado con la temperatura y los tiempos indicados para cada proceso.

e Mix nPCR B. bovis

Después de haber preparado los primer 3 y 4 de la misma manera en que se
prepararon los primers 1y 2, se realiza el mix que se utilizara en este proceso.

Enzima 12.5uL
GC Enhancer 2uL
Primer 3 luL
Primer 4 luL

Agua ultra pura 7.5Ul
También se debe centrifugar este mix para un mejor funcionamiento.

Ahora se toma 1 uL del producto de PCR y se le afiade 9 ul de agua ultra pura,
de esta mezcla tomamos 1ulL y le afladimos 24 uL del mix antes preparado y

se lleva al termociclador para su ampliacion.
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Cuadro 6. Temperaturas y Ciclos PCR y nPCR B. bovis

PROCESO TIEMPO | TEMPERATURA
2 min 950
1 min 950
1 min 550
PCRy nPCR

1,5 min 73°
15 min 73°

[oe] 40

e Mix PCR B. bigémina

Para realizar este mix se utiliza los siguientes componentes con las cantidades
indicadas a continuacion. En este caso para B. bigemina se utilizé los primers

5y 6 para la primera PCR y los primers 7 y 8 para la segunda PCR.

Enzima 12.5uL
GC Enhancer 2uL
Primer 5 luL
Primer 6 luL

Agua ultra pura 7.5Ul

Se recomienda centrifugar esta preparacién por al menos 10 segundos a 12000

rpm para mejorar la mezcla de los componentes.

Luego de la preparacién del mix se toma 1 uL del extracto de ADN y se le

afiade 24 del mix anteriormente preparado.

Después de este proceso se lleva las muestras al termociclador el cual debe

estar calibrado con la temperatura y los tiempos indicados para este proceso.



e Mix nPCR B. bigémina

Enzima

GC Enhancer
Primer 7
Primer 8

Agua ultra pura

12.5uL

2ulL

JuL

luL

7.5UI

También se debe centrifugar este mix para un mejor funcionamiento.
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Ahora se toma 1 uL del producto del primer PCR y se le afiade 9 ul de agua

ultra pura, de esta mezcla tomamos 1 uL y le afladimos 24 uL del mix para

antes preparado y se lleva al termociclador para su ampliacion.

Cuadro 7. Temperaturas y Ciclos PCR y nPCR B. bigémina

PROCESO TIEMPO TEMPERATURA
2 min 950
1 min 95°
1 min 52°
PCR
1 min 72°
10 min 72°
o0 40
2 min 950
1 min 95°
1 min 58°
nPCR 45 segq 720
10 min 72°
o0 40
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i. Electroforesis

Para la electroforesis se debe preparar un gel de agarosa Invitrogen al 2 %,
utilizando 2 gr de agarosa y 100 ml de TAE 1x (Tris-HCL- Acido bérico- EDTA,
pH 7.6), esto se lo calienta en microondas por 1 minuto aproximadamente y se
le afiade 8uL de SYBR® Safe DNA gel stain Invitrogen. Se coloca en la camara
de electroforesis BioRad, se coloca los peines para la formacion de pocillos y

se deja enfriar hasta que el gel solidifique.

Una vez que el gel este solidificado se procede a llenar la camara de
electroforesis con TAE 1x al cual se le afiade 15 uL de SYBR® Safe DNA gel

stain Invitrogen y se deja incubar a temperatura ambiente.

Por otro lado colocamos sobre el meson de trabajo un pedazo de papel
parafilm, en este haremos la mezcla de los productos que iran a los pocillos del

gel de agarosa en la siguiente relacion:

e Marcador de peso molecular: 2 uL de 10X Blue Juice™ invitrogen + 2
uL de marcador de peso Molecular Trackit™ Invitrogen.

e Productos de PCR: 2 uL de 10X Blue Juice™ Invitrogen + 6 uL de
productos de PCR.

e Control Positivo: 2 uL de 10X Blue Juice™ Invitrogen + 6 ulL de
productos de PCR que haya marcado positivo anteriormente.

e Control Negativo: 2 uL de 10X Blue Juice™ Invitrogen + 6 uL de agua
ultrapura.

e Mix: 2 uL de 10X Blue Juice™ Invitrogen + 6 uL del mix preparado para

la reaccion.

Luego de cargar el contenido de las muestras en los pocillos del gel de agarosa
conectamos la cAmara de electroforesis a la fuente de poder que debe estar

calibrada a 100 voltios, 400 mA y la dejamos correr por 25 minutos.

Una vez que haya transcurrido el tiempo antes sefialado tomamos el gel de
agarosa y lo llevamos al fotodocumentador ENDURO™ GDS TUOCH Labnet,
para obtener la imagen que nos permitira constatar la presencia de Babesia en

las muestras.



4. RESULTADOS

4.1. PREVALENCIA DE Babesia spp. EN EL SECTOR OESTE DE LA
PROVINCIA DE ZAMORA CHINCHIPE

41.1. Prevalencia Total

En el cuadro ocho se observa la prevalencia total de Babesia spp. en el sector
oeste de la provincia de Zamora Chinchipe considerando las muestras positivas

por las técnicas de tincion de Giemsa y por nPCR.

Cuadro 8. Prevalencia total sector oeste de la provincia de Zamora Chinchipe (%)

TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Giemsa nPCR

Muestras | Positivas % Muestras | Positivas %

96 35 36,4 70 61 87,1

Mediante el uso de las técnicas establecidas se determiné que por la técnica de
tincion de Giemsa se encontraron 35 muestras positivas de un total de 96, lo
gue representa el 36,4 %, mientras que por la técnica de nPCR se encontraron

61 muestras positivas de un total de 70 lo que representa el 87,1 %.

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00% -
20,00%
10,00% -

0,00% -

GIEMSA nPCR

Figura 10. Prevalencia total por técnicas



4.1.2. Prevalencia por nPCR Yy Especie de Babesia

En el cuadro nueve a continuacion aparece se muestra la prevalencia total de

Babesia spp. diferenciada en dos especies utilizando la técnica de nPCR.

Cuadro 9. Prevalencia de Babesia spp. por técnica de nPCR en el sector oeste de la provincia

de Zamora Chinchipe (%)

ESPECIE DE BABESIA

B. bovis B. bigemina
Muestras | Positivas % Muestras | Positivas %
70 43 61,4 70 48 68,5

La técnica de nPCR nos ha permitido establecer una prevalencia a B. bovis del

61.4 %. En cambio que la prevalencia de B. bigemina es del 68,5 %.

70,00%

68,00%

66,00%

64,00%

62,00%

60,00%

58,00%

56,00%

B. bovis

68,60%

B. bigemina

Figura 11. Prevalencia de Babesia por técnica de nPCR
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4.1.3. Prevalencia por Sexo

En el cuadro 10 se muestra la prevalencia total por sexo en el sector oeste

utilizando las técnicas de tincion de Giemsa y nPCR.

Cuadro 10. Prevalencia por sexo de Babesia spp. en el sector oeste de la provincia de Zamora
Chinchipe (%)

Técnica de Diagndstico

nPCR

Sexo Giemsa
Total B. bovis B. bigemina
Muestras | Positivas | % Muestras | Positivas | % | Muestras | Positivas | % Muestras | Positivas | %
Hembras 82 31 378 60 53 883 60 37 617 60 42 70
Machos 14 4 28,6 10 3 30 10 6 60,0 10 6 60
Total 96 35 36,5 70 61 87,1 70 43 61,4 70 48 68,6

Con el uso de la técnica de tincion de Giemsa se obtuvo como resultado el
28.6% de prevalencia en machos, mientras que en cuanto a las hembras la

prevalencia fue de 37,8 %.

Mientras que por la técnica de nPCR, el 80 % de los machos fueron positivos,

en tanto que en las hembras la prevalencia fue del el 88,3 %.

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

88,30%

H MACHOS

H HEMBRAS

GIEMSA nPRC

Figura 12. Prevalencia total por sexo
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El cuadro once muestra la prevalencia de Babesiosis bovina por cantones en el

sector oeste mediante el uso de las técnicas antes mencionadas.

Cuadro 11. Prevalencia de Babesia spp. por canton en el sector oeste de la provincia de
Zamora Chinchipe (%)

Técnica de Diagndstico

Cantones Giemsa nPCR
Total B. bovis B. bigemina
Muestras | Positivas | % | Muestras | Positivas | % | Muestras | Positivas % Muestras | Positivas | %
Centineladel | 6 |261| 16 12 75 16 8 50,0 16 6 |375
Coéndor
Zamora 73 29 39,7 54 49 90,7 54 35 64,8 54 42 77,8
Total 96 35 36,5 70 61 87,1 70 43 61,4 70 48 68,6

A la tincion de Giemsa en el

mientras que en canton Centinela del Condor fueron positivas el 26,1 %.

cantdn Zamora fueron positivas el 39,7 %;

Mientras que para la técnica de nPCR en el canton Zamora fueron positivas el

90,7 %; y en el cantén Centinela del Condor el 75% fueron positivas.

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00% -
20,00% -
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0,00% -

39,70%

GIEMSA

nPCR

B CENTINELA DEL

CONDOR

H ZAMORA

Figura 13. Prevalencia total por cantén
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En cuanto a la prevalencia por cantones se establece que en el canton Zamora

es mayor que en el cantén Centinela del Céndor.

4.1.5. Prevalencia por Edad

En el cuadro doce se muestra la prevalencia total por edad en el sector oeste
de la provincia de Zamora Chinchipe por las técnicas de tincion de Giemsa y
nPCR.

Cuadro 12. Prevalencia de Babesia spp. por edad en el sector oeste de la provincia de Zamora
Chinchipe (%).

Técnica de Diagndstico

PCR
Edad Giemsa nPC
Total B. bovis B. bigemina
Muestras | Positivas | % | Muestras | Positivas | % | Muestras | Positivas | % | Muestras | Positivas | %
2:: 22 5 22,7 15 13 86,7 15 13 86,7 17 8 47,1
dela2 19 9 474 | 18 15 | 833 18 8 444 | 17 13 | 765
afios
dz:;“ 31 9 29,0 21 20 95,2 21 13 61,9 20 16 80,0
> 4 afios 24 12 50,0 16 13 81,3 16 9 56,3 16 11 68,8
Total 96 35 36,5 70 61 87,1 70 43 61,4 70 48 68,6

Mediante la tincibn de Giemsa los animales menores a 1 afio tuvieron una
prevalencia del 22,7 %, los animales entre 1 a 2 afos resultaron positivos en un
47,4 %: los animales comprendido entre los 3 y 4 afios fueron positivos en un

29 %; por ultimo los animales mayores a 4 afios fueron positivos el 50 %.

Mientras que en la técnica de nPCR los animales menores a 1 afio fueron
positivos en un 86,7 %; los animales de 1 a 2 afios mostraron una positividad
del 83,3 %, los animales de 3 a 4 afios fueron positivos en un 95,2 %,

finalmente los animales mayores a 4 afios fueron positivos en un 81,3 %.
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Figura 14. Prevalencia total por edad

4.1.6. Prevalencia por Razas
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En el cuadro trece se muestra la prevalencia total de Babesiosis bovina en el

sector oeste de la provincia de Zamora Chinchipe por las técnicas ya

mencionadas.

Cuadro 13. Prevalencia total por razas en el sector oeste de la provincia de Zamora Chinchipe

(%).
Técnica de Diagndstico
nPCR
Raza Giemsa
Total B. bovis B. bigemina
Muestras | Positivas | % | Muestras | Positivas | % | Muestras | Positivas | % | Muestras | Positivas | %
34 11 32,4 18 16 88,9 18 9 50,0 17 12 70,6
Holstein
Brown 9 2 22,2 6 4 66,7 6 3 50,0 6 2 33,3
Swiss
. 43 19 44,2 37 34 91,9 37 27 73,0 38 28 73,7
Mestiza
3 2 66,7 3 1 33,3 3 0 0,0 3 1 33,3
Gyr
7 1 14,3 6 6 100 6 4 66,7 6 5 83,3
Charolais
96 35 36,5 70 61 87,1 70 43 61,4 70 48 68,6
Total
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Mediante la técnica de Giemsa en la raza Holstein la prevalencia fue del 32,4%;
en la raza Brown swiss la prevalencia fue del 22,2 %; los animales mestizos
fueron positivos en un 44,2 %, la raza Gyr tuvo una prevalencia del 66,7 %;

finalmente la raza Charolais resulté positiva en un 14,3 %.

En lo que respecta a la técnica de nPCR en la raza Holstein la prevalencia fue
del 89,9 %; en la raza Brown swiss la prevalencia fue del 66,7 %; los mestizos
fueron positivos en un 91,9 %, la raza Gyr tuvo una prevalencia del 33,3 %;

finalmente la raza Charolais resulté positiva en un 100 %.
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Figura 15. Prevalencia total por razas

4.1.7. Comparacion de las pruebas diagnosticas

En el cuadro catorce se muestra las comparaciones que existen entre la

técnica de tincion de Giemsa y la técnica nPCR en el diagnéstico de Babesia

Spp.
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Cuadro 14. Comparacion de las dos pruebas diagnésticas Giemsa y nPCR (%).

GIEMSA nPCR TOTAL %
Q) ) 4 6,1
) (+) 28 42,4
+) ¢) 4 6,0
(+) (+) 30 45,5
TOTAL 66 100,0

Podemos observar que un 42,4 % de las muestras son negativas a Giemsa

pero positivo a nPCR; mientras que el 6,1 % de las muestras es negativo a

nPCR, pero positivo a Giemsa; concluyendo asi que hay un 51,6 % de

concordancia en el diagnostico y un 48,5 % de discordancia diagnostica.

4.1.8. Coinfeccion

En el cuadro quince se muestra la coinfeccion que existe en las ganaderias del
sector oeste de la provincia de Zamora Chinchipe.

Cuadro 15. Coinfeccion en las ganaderias del sector oeste de la provincia de Zamora

Chinchipe (%).

Cantén | Muestras B bovis B.. pigemina Cc.)i.nfeccién
Positivas % Positivas % Positivas %
Centinela
del 16 8 50 6 37,5 2 12,5
Condor
Zamora 54 35 64,1 42 77,8 27 38,6
TOTAL 70 43 48 29 41,4

El 41,4 % de las muestras sometidas a la prueba de nPCR resultaron positivas
tanto a B. bovis como a B. bigemina.
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4.2. GENEROS DE GARRAPARAS EXISTENTES EN EL SECTOR
OESTE

En el cuadro dieciséis se dan a conocer los géneros de garrapatas existentes

en las fincas se utilizaron para el presente estudio.

Cuadro 16. Géneros de garrapatas existentes en el sector oeste de la provincia de Zamora
Chinchipe (%)

SECTOR N° FINCAS | Boophilus spp
Centinela del
] 5 150
Coéndor
Zamora 14 325
TOTAL 19 475
% 100

Del total de 19 fincas seleccionadas para este estudio, distribuidas en los
cantones de Centinela del Céndor y Zamora se recolectaron 475 garrapatas a
razon de 25 por cada finca de las cuales el 100% resultaron ser del genero

Boophilus spp.

4.3. ANALISIS EPIDEMIOLOGICO

Para el estudio de esta variable se utiliz6 una encuesta la misma que fue
aplicada a los propietarios de las fincas del sector oeste de la provincia de
Zamora Chinchipe y que estaba compuesta de varios items, los resultados

obtenidos se muestran en los siguientes cuadros y figuras.
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4.3.1. Composicion de la Muestra de Acuerdo a la Edad

De un total de 96 muestras tomadas para este estudio el 31,2 % fueron de 3 a

4 anos, el 25 % fueron animales mayores a 4 afios y los animales menores a 1

afio y de 1 a 2 afios representan el 21,9 % cada grupo etario.

m <1 afio
m1a?2anos
™ 3 a4anos

H >4 afios

Figura 16. Composicion de la muestra de acuerdo a la edad

4.3.2. Composicion de la Muestra de Acuerdo a la Raza

De un total de 96 muestras tomadas en el sector oeste 48 muestras fueron
mestizas lo que representa el 50 % del total, 33 muestras fueron de raza
Holstein lo que representa un 34,4 %, 9 muestras fueron de raza Brown swiss,
lo que representa el 9,4 %, mientras que de la raza Charolais y Gyr hubo 3

muestras de cada una lo que representa el 3,2 %.

M Holstein

M Brown suis
® Charolais
B Gyr

M Mestiza

Figura 17. Composicion de la muestra de acuerdo a la raza



4.3.3. Composicion de la Muestra de Acuerdo al Género
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De un total de 96 muestras tomadas en el sector oeste 11 fueron machos lo

que representa el 11.5 %, mientas que 85 muestras fueron hembras lo que

representa el 88,5 %.

11,50%

B Machos

B Hembras

Figura 18. Composicion de la muestra de acuerdo al sexo

4.3.4. Tipo de Explotacién Ganad

era

De un total de 19 ganaderos entrevistados en este estudio, el 5,2 %, se dedica

a la produccion de carne, el 26,3 % posee animales de doble propdésito y el

68,4 % se dedica a la produccion de leche.

5,2%

m Carne
M Leche

Doble Propésito

Figura 19. Tipo de explotacion



4.35. Procedencia del Ganado

De las 19 fincas seleccionadas para el estudio, en 14 el ganado es producido
por ellos mismo esto representa el 73,7 % del total, 7 fincas compra ganado a

sus vecinos lo que equivale al 36,8 % y 11 fincas compa el ganado en otras

provincias lo que representa el 57,9 % del total.
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la mima finca Vecinos otras
provincias

Figura 20. Procedencia del ganado

a. Practica de Cuarentena

De las 19 ganaderos entrevistados para el presente estudio 16 ponen en

cuarentena a sus animales lo que representa el 84,2 %, mientras que el 15,8 %

de ganaderos no practican medida de cuarentena.

mSi

HNo

Figura 21. Fincas que practican cuarentena




57

4.3.6. Presencia de la Enfermedad

a. Conocimiento de la Enfermedad

El 100% de los ganaderos entrevistados para este estudio manifestaron

conocer la enfermedad.

b. Presenciade la Enfermedad

De los ganaderos entrevistados para este estudio seis manifestaron que en sus
fincas ha estado presente la enfermedad lo que representa el 31,6 % del total,
en tanto que 13 ganaderos manifestaron que en sus fincas no ha estado
presente la enfermedad con 68,4 %.

m Si

H No

Figura 22. Presencia de la enfermedad en las fincas del sector Oeste

c. Epocadel afio en que se presenta la enfermedad

De los 19 ganaderos seleccionados para este estudio, 12 mencionaron que es
en el invierno en donde se presenta con mayor frecuencia la enfermedad, esto
representa el 63,2 %, mientras que siete mencionaron que es en verano la
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época en la que la enfermedad se presenta con mayor frecuencia, esto
equivale al 36,8 %.

m Verano

M Invierno

Figura 23. Epoca en la que aparece la enfermedad

d. Persistencia dela Enfermedad

De los 19 ganaderos seleccionados para este estudio, el 36,8 % mencionaron
que la enfermedad esta presente hace 10 afios; el 31,6 % manifestaron que la
enfermedad esta presente desde hace 20 afios; el 10,5 % manifestaron que
esta presente desde hace 2 afios y también otro 10,5 % manifestaron que
desde siempre ha estado presente la enfermedad esto representa en ambos
casos; finalmente el 5,3 % nos hizo saber que la enfermedad esta presente
desde hace 15 afios y otro 5,3 % mencion6 que nunca ha estado presente la

enfermedad.

5 30% 10,50% 10,50% B Hace 5 afios
, (]

B Hace 10 afios
B Hace 15 afios
B Hace 20 afios
B Nunca

5,30% B Desde siempre

Figura 24. Persistencia de la enfermedad
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e. Sintomas que se Presentan en la Enfermedad

Un total de 11 vacas mostraron tristeza como sintoma de la enfermedad, lo que
representa el 19 % del total, asi también 11 tuvieron como principal sistema a
la fiebre, lo que representa también el 19 %. En 9 fincas se determiné a la
diarrea como principal sintoma; y en otras nueve la inapetencia fue el sintoma
mas comun, siendo su equivalencia a 15,5 % para cada una. En 8 fincas se
determiné que el sintoma mas comun es la orina con sangre, lo que representa
el 13,8 %. En 5 fincas se mostrd a la postracion como el sintomas comun lo
que representa el 8,6 % de la poblacion, finalmente 3 ganaderos dijeron que
hay otros sintomas que aparecen como los mas comunes lo que representa el
5,2 % del total, y en 2 vacas del total se presentdé como principal sintoma a la

finca nos dijeron.

5,20% M Tristeza

15,50%

B Renguera
3,40%
M Postracion
,60%

M Diarrea

M Fiebre
M Orina con sangre

Inapetencia

Figura 25. Sintomas que se presentan en la enfermedad

4.3.7. Diagnostico y Control de la Enfermedad

a. Uso de Servicios Veterinarios

Un total de 17 ganaderos hacen uso de servicios veterinarios, lo que
representa el 89,5 % del total, tan solo 2 ganaderos no usan servicios

veterinarios lo que equivale al 10,5 %.
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10,50%

m Si

HNo

Figura 26. Uso de servicios veterinarios

b. Toma de Muestras Para el Diagnostico

Solamente en 2 fincas los veterinarios han tomado muestras para ser
analizadas en el laboratorio lo que representa el 10,5 % del total, en tanto que

en 17 fincas no se han tomado muestras, lo que equivale al 89,5 %.

10,50%

m Si

H No

Figura 27. Toma de muestras para laboratorio

c. Edades en que se Enferman los Animales

De los 19 ganaderos del sector, el 47,5 % mencionaron que los animales de
enferman después de los 2 afios de edad; el 26,3 % mencionaron que los
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animales se enferman entre 1 y 2 afios de edad; el 15,8 % mencionaron que
los animales se enferman entre los 6 y 12 meses; finalmente el 10,5 %

mencionaron que los animales se enferman en los primeros 6 meses.

10,50% m 0 a6 meses

B 6 mesesal2
meses

26,30%

De 1 a2 afios

B Mas de 2 afios

Figura 28. Edades en las que se enferman los animales

d. Morbilidad Anual

De las respuestas de los ganaderos tenemos que en 12 fincas no hay animales
gue se hayan enfermado de Babesiosis bovina, esto representa el 63,2 % del
total, en 3 fincas mencionaron que ha habido entre 4 y 5 animales enfermos
representando esto el 15,8 %, en otras 3 fincas en cambio mencionaron que de
3 a 4 animales se enfermaron lo que representa el 15.8 %, finalmente solo en 1
finca se han encontrado entre 1 y 2 animales enfermos, esto representa el
5,3%.

H Ninguno

mla?2
3a4

m5a6

Figura 29. Morbilidad anual de Babesiosis en el sector oeste
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e. Mortalidad Anual

De un total de 19 ganaderos entrevistados, 17 mencionaron que se ha
presentado muerte de animales por causa de Babesiosis bovina, lo que
representa el 89,5 % del total; mientras que tan solo 2 ganaderos mencionaron

gue hubo entre 1y 2 muertes de animales, esto representa el 10,5 %.

10,50%

® Ninguno

mla?2

Figura 30. Mortalidad anual en el sector

f. Reporte de la Enfermedad en la Finca

El 52,6 % de las fincas reportaron la enfermedad hace mas de 1 afio, el 26,3 %
nunca la han reportado, el 15,8 % la ha reportado entre los Gltimos 6 meses a 1

afo y solo el 5,3 % la ha reportado hace menos de 6 meses.

5,30% B Hace menos de 6
meses

B De6mesesal
afo

M Hace mas de 1 afio

B Nunca

Figura 31. Reporte de Babesiosis bovina en el sector
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g. Tratamiento de la Enfermedad

El 36,8 % de los encuestados manifestaron que han usado Revevet
(Tetraciclima + Diminaceno) para el control de Babesiosis, el 26,3 % han usado
Verenil (Aceturato de diminaceno), el 15,8 % mencionaron utilizar Anaplus
(Oxitetraciclina Clorhidrato) y otro 158 % Ganaseg (Diaceturato de

dibenzamidina), finalmente solo el 5,3 % han utilizado Imidogan (Imidocarb).

15,80%

5,30% B Ganaseg
B Imidogan
36,80% Revevet

® Anaplus

m Verenil

Figura 32. Control farmacoldgico de la enfermedad

4.3.8. Vias de Transmisién

a. Conocimiento de la Transmisién de la Enfermedad

De 19 ganaderos entrevistados el 68,4 % conoce coOmo se transmite la
enfermedad y el restante 31,6 % no conoce la manera en que se transmite la

enfermedad.

| Si

H No

Figura 33. Conoce como se transmite la enfermedad
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b. Vacunacién de los Animales

El 100 % de los ganaderos encuestados manifestaron que no usan ningun tipo
de vacunas para el control de Babesiosis en el sector oeste de la provincia de

Zamora Chinchipe.

c. Animales que Entran en Contacto con Animales Silvestres

El 100 % de los ganaderos encuestadas mencionaron que sus animales entran
en contacto con algun tipo de animales silvestres en el sector oeste de la
provincia de Zamora Chinchipe.

4.3.9. Control de Garrapatas

a. Presenciade Garrapatas en el Ganado

El 100 % de las fincas seleccionadas para el estudio en el sector oeste de la
provincia de Zamora Chinchipe tienen presencia de garrapatas en sus

animales.

b. Grado de Infestacién

El 52,6 % de las fincas del sector oeste de la provincia de Zamora Chinchipe
presentan un alto grado de infestacion de garrapatas, el 26,3 % presentan un
grado infestacion medio y el 21,1 % de las fincas presenta un grado de

infestacion bajo.
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H Alto
H Medio

W Bajo

Figura 34. Grado de infestacién por garrapatas en el sector

c. Control de Garrapatas

De la informacion obtenida se establece que el 31,6 % de las fincas
seleccionadas para este estudio utilizan Toril (Diamidina + Amitraz) para el
control de garrapatas, el 21,1 % utilizan el patentado Revevet (Tetraciclima +
Diminaceno), otro 21,1 % utilizan Fulminado (Amitraz), el 15,8 % de los
encuestados utilizan Neguvon (2,2,2, tricoro del Ac. Fosférico) y el 10,5 %

utilizan el patentado Ivomec (Ilvermectina).

M Toril
B Neguvon
M Revevet

M lvomec

¥ Fulminado

Figura 35. Productos patentados para el control de garrapatas
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d. Frecuencia de Control

El 42,1 % de los ganaderos entrevistados mencionaron que cada tres meses
realizan el control de garrapatas, el 31,6 % lo realizan cada seis meses, el

15,8% lo realiza mes y solo el 10,5 % cada afio.

10,50%

m Cada mes
M Cada tres meses
= Cada seis meses

B Cada afo

Figura 36. Frecuencia de control de garrapatas.

e. Alternabilidad de Productos

El 73,7 % de los ganaderos entrevistados para este estudio mencionaron que Si
practican la alternabilidad de productos para el control de garrapatas en el

sector oeste de la provincia de Zamora Chinchipe.

mSi

H No

Figura 37. Alternabilidad de Productos



67

4.3.10. Salubridad

a. Periodo de Retiro de la Leche

De las ganaderos encuestados en el sector oeste de la provincia de Zamora
Chinchipe el 63,2 % realizan el retiro de la leche de los animales tratados para

Babesiosis, en tanto que el restante 36,8 % no lo realizan.

m Si

H No

Figura 38. Periodo de retiro de la leche

a. Consumo de Carne

El 73,7 % de los ganaderos consumen la carne de los animales tratados para

Babesiosis, en tanto que tan solo el 26,3 % no consumen la carne.

mSi

H No

Figura 39. Consumo de carne de animales tratados para Babesiosis en el sector



5. DISCUSION

5.1. PREVALENCIA DE BABESIA Ssp.

5.1.1. Prevalencia General

En el presente estudio se analizaron 96 muestras de sangre bovina a la que se
les realizé la tinciébn de Giemsa dando como resultado una prevalencia del
36,4%, esto difiere a lo descrito en estudios independientes realizados en el
pais por Lalama (2004) en la provincia de Esmeraldas y Mina (2004) en la
provincia de Guayas, quienes obtuvieron resultados del 4,67 % y 14 %
respectivamente mediante la técnica de frotis sanguineo. Sin embargo,
Terkawi (2011) sefiala que la especificidad y sensibilidad de la prueba alcanzan
valores de 80 % y 28 % lo cual no se ha podido comprobar en los estudios

realizados.

Tizar (2002), sefiala que las limitaciones del frotis sanguineo para el
diagndstico de B. bovis, responde a la tendencia vicerotropica del parasito, que
generalmente se localiza en la circulacion capilar de 6rganos centrales, donde
producen el secuestro de eritrocitos parasitados, retirAndolos de la circulacion
general. En casos agudos se estima que la parasitemia de B. bovis rara vez
alcanza el 1 % (medido a la circulacién general), diferente de B. bigemina, que
llega a registrarse hasta en un 30 % Rey, (2004). Por lo que podemos asegurar

gue este método es eficaz para la deteccion de Babesia spp.

Considerando lo anteriormente expuesto, de las 96 muestras se tomaron 70 al
azar para ser analizadas por la técnica de nPCR de las cuales 61 fueron
positivas a Babesia spp. lo que representa el 87,1 % del total, esto difiere de lo
expuesto por Alvarez, et al., (1998) en un estudio realizado en Campeche

donde se determin6 una prevalencia del 53,8 %.

La alta especificidad de la prueba de PCR segun Kim, (2000) muestra un alto

limite de deteccion permitiendo detectar muestras de sangre con parasitemia
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de 0,00002 % de eritrocitos parasitados, indetectable al microscopio 6ptico,
segun Surzycki, (2000), 0,01 ng de ADN es equivalente a 6000 organismos Yy
segun Goff, et al., (1988) cada eritrocito parasitado contiene un promedio de 6
— 12 organismos de B. bovis esto es equivalente a 1000 eritrocitos parasitados

por ml de sangre bovina.

5.1.2. Prevalencia Total por nPCR de Babesia spp.

De las 70 muestras analizados por la técnica de nPCR 43 resultaron positivas a
B. Bovis, esto representa el 61,4 % y 48 resultaron positivas a B. bigemina, lo
que representa el 68,5 %; similar a los descrito por Figueroa, (1993), en un
estudio realizado en Yucatan y Campeche en donde de 421 muestras de
sangre analizadas mediante la prueba de PCR se determind una prevalencia
del 66,7 % para B. bigemina y del 60,1 % para b. bovis. En otro estudio
realizado por Castafieda et al, (2015), en el Campo Experimental “La Posta”,
del Centro de Investigacion Regional Golfo Centrol-NIFAP en Veracruz,
México donde se obtuvo como resultado una prevalencia del 92 % para B.

bovis y 86 % para B. bigemina

En estudios realizados en nuestro pais Hernandez, (2012), reporto que en 350
muestras de sangre de 17 fincas de la provincia de Santo Domingo de los
Tsachilas mediantes las técnicas de frotis sanguineo y PCR convencional no se
detectd6 muestras positivas para B. Bovis, diferente a lo establecido en el

presente estudio.

5.1.3. Prevalencia Total por Sexo

El cuanto a la prevalencia por sexo el 28,6 % de los animales machos
resultaron positivos a la tincion de Giemsa, mientas que 37,8 % de las hembras
resultaron positivas; en tanto que mediante el uso de la técnica de nPCR el

80% de los machos fueron positivos y el 88,3 % de las hembras asi mismo lo
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fueron, estos resultados fueron sometidos a la prueba estadista de X2 la misma
que establece que no hay diferencia estadistica (P>0,05). Esto concuerda con
lo descrito por Alfaro et al., (1998), sefiala que en los animales machos y
hembras no se observan diferencias significativas entre los valores de

prevalencia.

Mora, (1993) establece que la prevalencia mayor en hembras esta ligada a un
estado fisiolégico productivo, las vacas en produccion lactea tienen mayor
namero de garrapatas que las secas Yy el stress del parto reduce las defensas,

facilitando la infeccion o la recaida.

5.1.4. Prevalencia Total por Cantén

La prevalencia de Babesiosis en el canton Centinela del Condor por la técnica
de Giemsa fue del 21,6 %, mientras que en el cantdbn Zamora la prevalencia fue
del 39,7 %, esto ratifica lo establecido. Mediante el uso de la técnica de nPCR
la prevalencia fue del 75 % en el cantén centinela del Céndor, en tanto que en
el cantobn Zamora la prevalencia fue del 90,7 %. A la prueba estadistica X2 en
cuanto a la prevalencia entre cantones no hay diferencia estadistica (P>0,05).

Es importante mencionar que los animales de las fincas seleccionadas en el
cantén Centinela del Condor se encontraban entre los 846 — 1104 m.s.n.m.,
mientras que los animales seleccionados en el cantdbn Zamora se encontraban
entre los 835 — 1648 m.s.n.m., ya que el clima y la altitud se relacionan
directamente con el desarrollo de la enfermedad.

Los resultados obtenidos por Guillen y Mufioz, (2013), en su estudio realizado
en la parroquia Alluriquin - Santo Domingo de los Tsachilas, mediante el
analisis deKruskal — Wallis y el indice de valor de importancia (IVP) determin6
la relacion entre la altitud y la presencia de garrapatas, identificando al género
Boophilus desde 663 -1905 m.s.n.m. situdndose en el tren posterior y ubre de
los bovinos seleccionados, mientras que Cortés et al., (2010) indican que el
género Boophilus se encuentra a alturas desde 0 msnm a 2400 msnm, lo cual

concuerda con los resultados del presente estudio.
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5.1.5. Prevalencia Total por Edad

Para un mejor estudio en la presente investigacion se dividié a los animales en

cuatro grupos etarios y se obtuvo los siguientes resultados.

Los animales menores a 1 afio presentan una prevalencia del 22,7 %; los
animales entre 1 y 2 afios tuvieron una prevalencia del 47,4 %; los animales
entre 3 y 4 afos fueron prevalentes en un 29 %; finalmente los animales
mayores a 4 afios mostraron una prevalencia del 50 %, esto en lo que respecta

a la tincion de Giemsa.

Con respecto a la técnica de nPRC los animales menores a 1 afio fueron
prevalentes en un 86,7 %; los mismos que a B. bovis 86,7% y a B. bigemina
47,1 %; los animales entre 1 y 2 afios mostraron una prevalencia del 83,3 %,
de los cuales el 44,4 % fueron positivos a B. bovis y el 76,5 % fueron positivos
a B. bigemina; de los animales de 3 a 4 afios resultaron prevalentes el 95,2 %
de estos 61,6 fueron positivos a B. bovis y 80 % a B. bigemina; en los animales
mayores a 4 afos la prevalencia fue del 81,3 % de estos el 56,3 % fueron
positivos a B. bovis y 68,8 % a B. bigemina. A la prueba estadistica de X2 en
cuanto a Babesia spp. si se encuentra diferencia estadistica, en edad y en

relacion a los géneros de Babesia (P>0,05).

Los animales jovenes presentan una resistencia o tolerancia a la infeccion
asociada principalmente a la inmunidad materna, la misma que se va perdiendo
con el paso de los afios haciendo mas vulnerables a los animales en edad
adulta. A decir de Uilenberg, (1995), los animales jévenes son mas resistentes
en comparacion a los de mayor edad, o bien puede ser que sean susceptibles
a la infeccion pero la presentacion de la enfermedad es menos grave. Mientras
que Madruga et al., (1984) menciona que en los casos que se presentan en
terneros puede explicarse en parte por la caida de la inmunidad pasiva a partir
del dia 28 después del nacimiento, cuando los anticuerpos del calostro

comienzan a ser reemplazados por los producidos por el propio animal.
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5.1.6. Prevalencia Total por Razas

Los resultados obtenidos por la tincion de Giemsa indican que la raza Gyr tuvo
una prevalencia del 66,7 %; los animales consideraros mestizos un 44,2 %; la
raza Holstein un 32,4 %; la raza Brown swiss un 22,2 % y la raza Charolais un
14,3 %. En cuanto a la prueba de nPCR la prevalencia en la la raza Charolais
encontramos una prevalencia del 100%, de las cuales el 66,7 % fueron
positivas a B. bovis y el 88.3 % a B. bigemina; los animales mestizos indican
una prevalencia del 94,6 % siendo positivos a B. bovis el 73 % y a B. bigenima
el 73,7 %; la raza Holstein fue del 88,9 %, de estos 50% fueron a B. bovis 'y 70
% a B. bigemina; la raza Brown swiss fue prevalente en un 66,7%, de los
cuales 50 % a B. bovis y 33,3 % a B. bigemina; la raza Gyr reportd una
prevalencia del 33,3 %, todas, o sea el 33,3 % fueron positivas a B. bigemina;
finalmente en A la prueba estadistica de X2 no existe diferencia estadistica

entre las diferentes razas, ni entre los géneros de Babesia.

Segun Mora, (1993), las razas cebuinas tiene menor cantidad de garrapatas.
por tanto reducen las posibilidades de infeccion, sin embargo en las mismas

condiciones son igualmente susceptibles.

5.1.7. Coinfeccidon

Mediante el uso de la técnica de nPCR se obtuvo como resultado que el 40%
de la muestras seleccionadas para este estudio fueron positivas tanto a B.
bovis como B. begemina, esto difiere de lo expuesto por Vasco, (2013) quien
en su estudio realizado en diferentes sectores de la costa, sierra y amazonia
ecuatoriana determind una coinfeccion del 8% usando la técnica de PCR

convencional.
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5.2. GENEROS DE GARRAPARAS EXISTENTES EN EL SECTOR
OESTE

Los datos obtenidos en este estudio determinaron que el 100 % de las
garrapatas que se encontraron en el sector Oeste de la provincia de Zamora
Chinchipe pertenecen al género Rhipicephalus (Boophilus) microplus, esto se
determind observando al estereoscopio las caracteristicas morfolégicas de los
ejemplares seleccionados. Esto concuerda con lo sefialado por Chamba,
(2011), quien en su estudio realizado en el canton Centinela del Céndor
también reporto el 100 % de garrapatas perteneciente al género Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. Es preciso mencionar que los animales del sector Oeste
de la provincia de Zamora Chinchipe se encuentran infestados de garrapatas
durante todo el afio ya que el sector presenta condiciones de vida aptas para la
proliferacion de la garrapata.

5.3. FACTORES ASOCIADOS A LA PRESENCIA DE BABESIOSIS

De un total de las fincas seleccionadas la muestra se conformé de la siguiente
manera: el 31,2 % de los animales tienen de 3 a 4 afos, el 25 % son mayores
a 4 afos y los animales menores a 1 afio y entre 1 a 2 afos representan el 21,9

% del total, esto en lo que respecta a la edad.

Asi mismo en cuanto a la composicion de la muestra con respecto a la raza de
96 muestras tomadas en el sector oeste, mestizas fueron el 50 % del total; de
raza Holstein fueron el 34,4 %; de raza Brown swiss, fueron el 9,4 %, mientas
que de la raza Charolais y Gyr cada una representan el 3,2 %; de todas estas
el 11,5 %, fueron machos mientas que hembras fueron el 88,5 %.

En el sector oeste de la provincia de Zamora Chinchipe predomina la ganaderia
gue se dedican a la produccién de leche ya que un 68,4 % del total de las
ganaderias se dedican a esta actividad; las ganaderias de doble propdsito
representan el 26,3 %, y las ganaderias de carne tan solo el 5,2 %. La mayoria
del ganado es producido por ellos mismos esto representa el 73,7 % también
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hay aquelos que compran ganado a sus vecinos lo que equivale al 36,8 % y en
otras fincas compran el ganado en otras provincias lo que representa el 57,9 %
del total.

El 84,2 % del total de las fincas practican cuarentena mientras que el restante
15,8 % no la practican, Camargo et. al., (1974), seflala que la Babesiosis y
Anaplasmosis son enfermedades de fuerte impacto que se constituyen en un
gran problema para el asentamiento del ganado proveniente de otras latitudes,
y que es requerido ejecutar trabajos de cuarentena tendientes a su control.

Por otro lado, el 100 % de los ganaderos mencionaron que conocen la
enfermedad, y en el 31,6 % del total de las fincas esta presente la enfermedad,
siendo la época de mayor presencia en el invierno, con un 63,2 % aunque el
36,8 % de los ganaderos en cambio menciona que es verano la época en
donde aparece la enfermedad, Garcia y col., (2003), sefiala que en cuanto a
los aspectos eco-epidemioldgicos, se ha observado que a pesar de existir
condiciones adversas para el desarrollo de los vectores, su himero aumenta
en época de minima precipitacién, debido a la disminucién de la inmunidad de
los bovinos que se hace evidente como consecuencia de los factores
ambientales y nutricionales de esta época del afio, lo que conlleva al
resurgimiento del proceso infeccioso en los animales. Por lo tanto, la época del

afio es un factor importante dentro de la prevalencia de la enfermedad.

El 36,8 % de los ganaderos mencionaron que la enfermedad esta presente
desde hace 10 afios; el 31,6 % manifestaron que la enfermedad esté presente
desde hace 20 afios; el 10,5 % manifestaron que esta presente y el 5,3 %
menciono que esta presente desde hace 15 afios, también manifestaron que
tristeza y la fiebre son los sintomas mas comunes en esta enfermedad ambas
con el 19 %, mientras que otros manifestaron que la diarrea en un 15,5 % es el
sintoma mas comudn, la orina con sangre se reporta en el 13,8 %, y la
postracion con el 8,6 %, finalmente otros sintomas como el estrefiimiento, la
inapetencia e incluso la anemia aparecen en un 5,2 %. El IICAB, (2008), en una
de sus publicaciones menciona que, en general, los animales infectados por B.
bigemina desarrollan anorexia y fiebre alta, la pueden presentar antes de que

aparezcan otros signos clinicos, menciona también que los signos clinicos
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caracteristicos son causados por hemolisis y anemia; y, que la fiebre puede
producir abortos en vacas gestantes. Los ganaderos también mencionaron que
el 89,5 % de ellos hacen uso de servicios veterinarios, y tan solo el 10,5 % no
lo hacen; de estos solo el 10,5 % del total toman muestras para ser analizadas

en el laboratorio.

En el 47,5 % de las fincas del sector los animales se enferman después de los
2 afnos de edad; en el 26,3 % los animales se enferman entre 1 y 2 afios de
edad; en el 15,8 % de las fincas los animales enferman entre los 6 y 12 meses
finalmente tan solo el 10,5 % de los animales se enferman en los primeros 6
meses de vida. Rhades, (2008) menciona que todos los bovinos se enferman
de “tristeza”, los animales jovenes son mas resistentes, pero causas asociadas
al manejo, deficiencias nutricionales, enfermedades y la excesiva carga de
garrapatas, pueden contraer la enfermedad. Madruga et al., (1984), menciona
gue la aparicion de casos clinicos en terneros puede explicarse en parte por la
caida de la inmunidad pasiva a partir del dia 28 después del nacimiento,
cuando los anticuerpos del calostro comienzan a ser reemplazados por los

producidos por el propio animal.

De las respuestas obtenidas de los ganaderos tenemos que no hay animales
qgue se hayan enfermado de Babesiosis bovina, esto representa el 63,2 % del
total, en el 15,8 % de las fincas ha habido entre 4 y 5 animales enfermos; en
otras fincas en cambio mencionaron que de 3 a 4 animales se enfermaron lo
que también representa el 15.8 %, finalmente solo en 1 finca se han
encontrado entre 1 y 2 animales enfermos, esto representa el 5,3 %, pese a
esto los ganaderos mencionaron que en el 89,5 % de las fincas no se han
reportado muertes por esta enfermedad. El 52,6 % de las fincas reportaron la
presencia de la enfermedad hace mas de 1 afo, el 26,3 % nunca la han
reportado, el 15,8 % la ha reportado entre los Ultimos 6 meses a 1 afio y solo el
5,3 % la ha reportado hace menos de 6 meses. Olguin, (2013), sefiala que en
la babesiosis la morbilidad es alta y la mortalidad depende de la receptividad y

susceptibilidad del ganado y puede ser de hasta el 30 %.
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El 36,8 % de los encuestados manifestaron que han usado Revevet
(Tetraciclima + Diminaceno) para el control de Babesiosis, el 26,3 % han usado
Verenil (Aceturato de diminaceno), el 15,8 % mencionaron utilizar Anaplus
(Oxitetraciclina Clorhidrato) y otro 158 % Ganaseg (Diaceturato de
dibenzamidina), y solo el 5,3 % han utilizado Imidogan (Imidocarb). Segun
SENASA, (2015) la dosis de oxitetraciclina indicada es de 10 - 15 mg/kg
cuando se utilizan férmulas al 5 % - 10 %. La aparicion de formulaciones de
accion prolongada (LA) permiten administrar toda la droga en una sola
aplicacion a razén de 20 mg/kg. El imidocarbo es otro farmaco de utilidad en el
tratamiento de Babesiosis, se indica una dosis de 2,5 mg/kg a 3,5 mg/kg. De
las soluciones al 12 %.

El 68,4 % de los ganaderos conoce como se transmite la enfermedad y el
100% de los ganaderos encuestados manifestaron que no usan ningun tipo de
vacunas para el control de Babesiosis en el sector oeste de la provincia de
Zamora Chinchipe, asi también el 100 % de las ganaderias encuestadas
mencionaron que sus animales entran en contacto con algun tipo de animal

silvestre.

El 100 % de las fincas seleccionadas para el estudio en el sector oeste de la
provincia de Zamora Chinchipe tienen presencia de garrapatas en sus
animales. las condiciones ecoldgicas del tropico sudamericano proveen un
hébitat adecuado para la multiplicacién de artrépodos vectores (garrapatas,
moscas, tdbanos y mosquitos) de una serie de enfermedades tropicales, dentro

de las cuales esta la Babesiosis (Benavides, 2008).

El 52,6 % de las fincas presentan un alto grado de infestacion de garrapatas, el
26,3 % presentan un grado infestacion medio y el 21,1 % de las fincas presenta
un grado de infestacion bajo. De la informacidn obtenida se establece que el
31,6 % de las fincas seleccionadas para este estudio utilizan Toril (Diamidina +
Amitraz) para el control de garrapatas, el 21,1 % utilizan el patentado Revevet
(Tetraciclima + Diminaceno), otro 21,1 % utilizan Fulminado (Amitraz), el 15,8%
de los ganaderos utilizan Neguvon (2,2,2, tricoro del Ac. Fosférico), el 10,5 %
utilizan el patentado Ivomec (lvermectina), y el 42,1% de las fincas

encuestadas mencionaron que cada tres meses realizan el control de
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garrapatas, el 31,6 % lo realizan cada seis meses, el 15,8 % lo realiza mes y
solo el 10,5 % cada afo. El 73,7 % de las fincas seleccionadas para este
estudio mencionaron que si practican la alternabilidad de productos para el
control de garrapatas. El uso de productos acaricidas que matan a la garrapata
en la etapa de vida parasitaria es el medio de lucha mas difundido en el mundo.
Est4 basado en el conocimiento del ciclo biologico del parasito y tratar de evitar
que las formas parasitarias lleguen al estado de teledgina, previniendo su caida
al suelo, y de esa manera evitar que haya reinfectacion de la pastura por
larvas. El ciclo bioldgico en el vacuno se completa en un periodo promedio de
22 a 23 dias. Teo6ricamente, utilizando una acaricida eficaz (99 %) cada 21
dias, evitariamos la presencia del B.microplus con capacidad reproductiva,
logrando un control adecuado con tratamientos de rutina (Cardozo y Franchi,
1995).

De los ganaderos entrevistados el 63,2 % realizan el retiro de la leche de los
animales tratados para Babesiosis, en tanto que el restante 36,8 % no lo
realizan y el 73,7 % consumen la carne de los animales tratados para
Babesiosis, mientras que tan solo el 26,3 % restante no consumen la carme de
los animales tratados. Existen restricciones en el uso de las oxitetraciclinas en
animales de carne, los cuales no deben faenarse para consumo humano hasta
transcurridos 10 dias si son tratados con soluciones al 5 %, 14 dias con
soluciones al 15 % y 28 dias si se utilizé una LA. En leche las restricciones al
consumo son 3 dias posteriores al tratamiento en soluciones al 5 % y 10 %,
para las soluciones 5 dias (SENASA, 2008).



6. CONCLUSIONES

La prueba de nPCR es mas sensible para la determinacion de Babesia
Ssp. ya que por este método se pudo determinar que el 87,1 % de las
muestras resultaron positivas, frente a la tincion de Giemsa en donde
solo se pudo determinar la presencia de Babesia Spp. en un 36,4 %.

La presencia de B. bigemina en este es de 68,5 %; y de B. bovis es de
61,4 %.

Los ensayos de nPCR demostraron que los machos presentaron mayor
prevalencia de Babesia spp., con un 70 %, mientras que por la tincion de
Giemsa en las hembras se evidencié mayor prevalencia con un 37.8 %.
De los datos obtenidos por cada cantébn podemos concluir que tanto por
la técnica de nPCR con un 90,7 % y en tincion de Giemsa con un
39,7%, en el cantdon Zamora existe mayor prevalencia de Babesia spp.
Por edad se debe mencionar que en la técnica de tincion de Giemsa se
encontré una mayor prevalencia en los animales que se encuentran en
el rango de edad > a 4 afos con un porcentaje del 50 % de las
muestras. Mientras que la técnica de nPCR arrojo como resultado una
prevalencia mayor en los animales comprendidos en el rango de edad
de 3 a 4 afios con un 90,5 % del total estudiado en este rango.

En lo que respecta a razas la mayor prevalencia con la tincién de
Giemsa se encontr6 en la raza Gyr con un 66,7 %, en tanto que con la
técnica de nPCR la mayor prevalencia se establecié en los animales
mestizos con un 94,6 %.

Se determiné que el 100 % de las garrapatas pertenecen al género

Rhipicephalus (Boophilus) microplus.



7. RECOMENDACIONES

Para determinar la presencia de microorganismos es necesario
complementar la prueba tradicional de tincion de Giemsa con una
técnica mas sensible como la prueba de nPCR ya que esta nos permitira
conocer con mayor exactitud las muestras positivas.

El manejo del ganado se debe realizar bajo todos los procedimientos
recomendados para evitar el contagio de esta enfermedad.

Es sumamente importante realizar el control de garrapatas para de esta
manera limitar las posibilidades de contagio.

Es importante realizar la difusién de resultados en el sector, con la
intencion de hacer conocer la situacion del sector en cuanto a la
presencia de Babesia Spp.

Implementar medidas preventivas como, el uso del pedio de cuarentena
en animales que ingresan a las ganaderias, el uso contante de

garrapaticidas, junto con la alternabilidad de productos, etc.
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9. ANEXOS

ANEXO 1. Ubicacién geogréfica de las fincas seleccionadas en el sector Oeste
de la provincia de Zamora Chinchipe
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ANEXO 2. Registro de fincas seleccionadas

ALTITUD CODIGO DE
(msnm) SECTOR
Z1

Z2

. Lat. 3°53°06” Z3
Zamora Héctor Ochoa Long. 78°52'37" 861 7a
Z5
Z6
zZ7
. Lat. 3°56'55” Z8
Zamora Alba Quishpe Long. 78°45'32 866 79

Z10

SECTOR PROPIRTARIO GEORREFERENCIA




711

Zamora

Gonzalo Garcia

Lat. 3°54'30”

Long. 78°49°26"

835

712

713

714

Z15

716

Zamora

Geovanny
Alberca

Lat. 3°58°59°

Long. 78°50°14”

895

717

718

719

720

721

Zamora

Segundo Patifio

Lat. 3°59713

Long. 78°50°01”

924

722

723

7224

725

726

Zamora

Luis Salinas

Lat. 3°59°27”

Long. 78°49°24"

969

227

7228

729

730

731

732

Zamora

Pedro Calva

Lat. 3°59°26™

Long. 78°49°21"

960

733

7234

735

736

7237

Zamora

Andrés Vaca

Lat. 3°59°09”

Long. 78°4924"

1021

738

739

740

741

742

Zamora

Gloria Quille

Lat. 3°57°25”

Long. 78°50°57"

848

Z43

744

Z45

Zamora

Juan Vicente

Lat. 4°00°11

Long.78°47°05"

1648

746

747

Zamora

Franklin Cuenca

Z48

Z49

Z50

Z51

Z52

Z53

754

Z55

756

7257

758

759

Zamora

Alba Soto

Lat. 3°56'52"

859

260

91



Long. 78°50°09” 761
762
/63
764
Z65
/66
, Lat. 3°56°35 67
Zamora José Calva Long. 78°50'32" 844 768
769
Z70
Oswaldo Lat. 3°56°11" 271
Zamora Guayllas Long. 78°50°25" 855 772
773
C1
Centinela Lat 4°01°21” Cc2
del Condor | BYronOchoa | o 7ge5327- 871 c3
Cca
C5
Centinela Lat. 3°58748"" C6
del Condor | Manuelzhuma |\ o Jgo50'24" 889 c7
C8
c9
Centinela Lat. 3°54°09"”" €10
del Condor Eduardo Villalta Long. 78°47°47" 846 C11
C12
C13
Ci14
Centinela , Lat. 3°56°10” C15
del Condor | Juantopez Long. 78°48'59" 1011 C16
Cc17
C18
C19
Centinela p Lat. 3°57°30” C20
del Céndor Angel Ochoa Long. 78°45'05" 1104 21
C22
Cc23

ANEXO 3. Resultados de las técnicas empleadas.

CODIGO DE B. B.

SECTOR GIEMSA bigemina bovis SEXO EDAD RAZA
71 + + + H 5 afos Holstein F.
Z2 - H 5 afos Holstein F.
Z3 ++ + + H 5 anos Brown Suis

92



4 -- H 2 ailos Holstein F.
Z5 - M 4 meses Brown Suis
26 - H 3 meses Brown Suis
7 + - + H 5 afios Holstein F
Z8 - - + H 3 afios Charolais
Z9 - H 6 afos Holstein
Z10 - H 4 afos Mestizo
Z11 - + - H 6 afos Holstein
712 - + - H 4 afos Mestiza
Z13 - + - H 5 afios Holstein
214 + + - H 7 afios Holstein
Z15 + + + H 6 afios Holstein
216 - - - H 2 meses Brown Suis
217 + + + H 2 afos Mestiza
218 + - + H 5 afos Mestiza
Z19 - H 5 afios Mestiza
Z20 + - - H 2 afos Mestiza
721 + - + H 4 meses Mestiza
722 - H 6 afnos Holstein
Z23 H 5 afos Holstein
724 - H 4 afios Holstein
725 - H 6 afnos Holstein
726 - H 7 meses Holstein
727 - + + M 3 afios Charolais
228 - + + H 1 afio Mestizo
Z29 - H 4 afos Mestizo
Z30 + + + M 2 meses Charolais
Z31 - + + H 2 afios Mestiza
Z32 - - + H 2 meses Mestiza
Z33 - + + M 2 afios Mestizo
234 + + + H 2 afos Mestizo
Z35 - H 4 afos Mestizo
736 + + - H 5 afos Mestizo
237 + + + H 2 afos Mestizo
Z38 - + - M 2 afios Mestizo
Z39 + + + H 5 afios Holstein
Z40 + + + H 4 ainos Mestizo
41 + + + H 3 afos Mestizo
Z42 + - + H 4 ainos Mestizo
Z43 + + - H 3 afos Mestizo
44 - + + M 6 meses Mestizo
Z45 + - - H 6 afios Mestizo
Z46 + + - H 2 afos Holstein
47 - H 4 afos Holstein
Z48 - + + H 11 meses Angus
Z49 - + - H 1 afo Mestizo
750 + - - M 1,5 anos Gyr
Z51 + + + H 3 afios Holstein
752 - H 3 aifos Holstein
753 + + - H 3 afios Holstein
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Z54 - + + H 5 afios Holstein
Z55 - + - H 2 afios Holstein
7256 - + + M 3 afos Mestizo
Z57 + - + H 5 meses Mestizo
Z58 + + + H 7 meses Mestizo
Z59 - H 4 afos Mestizo
260 - - H 3 afios Mestizo
261 - + + H 3 afos Mestizo
262 - + + H 9 meses Mestizo
263 - H 4 afos Mestizo
264 - + - H 3 afos Mestizo
765 + + + H 1.5 afios Mestizo
266 - + + H 3 afos Mestizo
267 + - + H 1 afio Mestizo
268 + + + H 8 ainos Mestizo
769 + + + H 4 afos Mestizo
Z70 - H 2 afos Charolais
771 + + H 4 afios Charolais
772 - + - H 3 afios Charolais
Z73 - + - H 4 afios Charolais
CODIGO DE B. B'.

SECTOR GIEMSA bigemina bovis SEXO EDAD RAZA
C1 - - + H 6 meses | BrownSuis
C2 - - - H 8 meses Holstein
C3 + - + H 5 meses Holstein
C4 -- - + H 5 meses Hostein
C5 + M 8 afios Holstein
(3] + - + H 4 afos Brownsuis
c7 + - - M 1 afio Gyr
C8 - - - M 1 afio Brown suis
(°] - + - H 9 meses | Brown suis
ci0 - - + M 9 meses Holstein
Cl1 - + - H 10 meses | Brown suis
Cc12 - + + H 8 meses Simental
C13 - + - H | afio Gyr
ci14 - + - H 2 afios Holstein
C15 ++ + - H 4 anos Mestizo
Ci16 - - + H 4 anos Mestizo
C17 - + + H 7 anos Mestizo
C18 - H 4 afos Holstein
C19 - H 7 afios Holstein
C20 - - - H 4 afos Holstein
C21 + - - H 6 afios Holstein
C22 - - - H 6 afios Holstein
C23 - M 6 meses Holstein
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ANEXO 4. Fotografias toma de muestras.

ANEXO 6. Fotografias identificacion de garrapatas
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ANEXO 7. Fotografias extraccion de ADN
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ANEXO 9. Fotografias electroforesis




97

ANEXO 10. Resultados electroforesis B. bovis.

MPM 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 1 2 3 4 C- C+

ANEXO 11. Resultados electroforesis B. bigemina.

MPM a4 45 46 a7 48 49 50 51 52

€ Bl i b A e e

ANEXO 12. Equipo de trabajo y personal de laboratorio.




