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RESUMEN
Las enfermedades hemoparasitarias son causadas por parasitos que tienen tropismo por la sangre,
y son transmitidas por la picadura de garrapatas o/y dipteros voladores, siendo méas prevalentes en
zonas tropicales y subtropicales, y es por eso que este proyecto tuvo como objetivo determinar la
presencia de infecciones y coinfecciones por hemotrépicos en el ganado bovino en los predios
seleccionados del canton Santa Ana 'y su relacién con los signos clinicos, pruebas de laboratorio,
y los factores de riesgo inherentes al animal. Por tanto, se realizd un estudio de tipo transversal
que se llevo a cabo en tres predios (pequefio, mediano y grande) ubicados en el canton Santa Ana.
Se recolectaron 139 muestras de sangre del total de los animales en los tres predios y se utilizaron
las pruebas diagnosticas: microscopia de frotis sanguineo y reaccion en cadena de la polimerasa
para Anaplasma spp., y Babesia spp., y para Trypanosoma spp., microscopia de frotis sanguineo
y técnica de Woo. Se determind una proporcion de Anaplasma spp. del 40,28% (56/139) mediante
microscopia de frotis sanguineo y en la reaccion en cadena de la polimerasa de 91,37% (127/139);
en Babesia spp., se encontraron casos positivos mediante la reaccion en cadena de la polimerasa,
con una proporcion de 11,51% (16/139), mientras que por frotis sanguineo no hubo ningun
positivo; y, para Trypanosoma spp se encontré un 0,72% (1/139) de proporcion mediante la técnica
de Woo, mientras que en frotis sanguineo no hubo positivo; en el 11,51% de los animales se
encontrd coinfeccion de Anaplasma spp. y Babesia spp., y 0,72% de animales evidenciaron
coinfeccion entre Anaplasma spp. y Trypanosoma spp. Los factores de riesgo: edad, sexo,
condicion corporal y presencia o ausencia de garrapatas no tuvieron significancia (>0.05) ni
asociacion para anaplasmosis y babesiosis, mientras que de los signos clinicos y pruebas de
laboratorio estudiados (temperatura corporal, hematocrito y proteinas totales), se encontrd
significancia (<0.05) en las proteinas totales, para ambas enfermedades mediante la prueba de Chi-
Cuadrado y correlacion de Pearson. En conclusion, Anaplasma marginale fue el hemoparasito mas
frecuente y se encontré en mayor proporcion, a diferencia de Babesia spp., y Trypanosoma spp.,

gue se encuentran presentes en menor proporcion.
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SUMMARY
Hemoparasitic diseases are caused by parasites that have a tropism for blood, and are transmitted
by the bite of ticks or/and flying dipterans, being more prevalent in tropical and subtropical areas,
and that is why this project aimed to determine the presence of hemotropic infections and
coinfections in cattle in selected farms of the Santa Ana canton and their relationship with clinical
signs, laboratory tests, and risk factors inherent to the animal. Therefore, a cross-sectional study
was carried out in three farms (small, medium and large) located in the Santa Ana canton. 139
blood samples were collected from all the animals in the three farms and used diagnostic tests:
blood smear microscopy and polymerase chain reaction for Anaplasma spp., and Babesia spp., and
for Trypanosoma spp., blood smear microscopy and Woo's technique. A proportion of Anaplasma
spp. 40.28% (56/139) by blood smear microscopy and polymerase chain reaction 91.37%
(127/139); in Babesia spp., positive cases were found by polymerase chain reaction, with a
proportion of 11.51% (16/139), while there were no positives by blood smear; and, for
Trypanosoma spp, a 0.72% (1/139) proportion was found using the Woo technique, while there
was no positive in blood smears; Anaplasma spp. coinfection was found in 11.51% of the animals.
and Babesia spp., and 0.72% of animals showed coinfection between Anaplasma spp. and
Trypanosoma spp. The risk factors: age, sex, body condition and presence or absence of ticks had
no significance (>0.05) or association for anaplasmosis and babesiosis, while the clinical signs and
laboratory tests studied (body temperature, hematocrit and total protein ), significance (<0.05) was
found in total proteins for both diseases using the Chi-Square test and Pearson's correlation. In
conclusion, Anaplasma marginale was the most frequent hemoparasite and was found in a higher

proportion, unlike Babesia spp. and Trypanosoma spp., which are present in a lower proportion.
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CAPITULO |
I. INTRODUCCION

Las enfermedades hemoparasitarias afectan a una gran variedad de animales domésticos, siendo
causadas por parasitos que tienen tropismo por la sangre y son transmitidas por via hemat6faga a
través de la picadura de garrapatas o dipteros voladores chupadores de sangre (Radostis et al.,
2006). Entre estas hemoparasitosis las mas importantes para la ganaderia bovina y que se
encuentran dentro de la lista de enfermedades de declaracion obligatoria de la Organizacién
Mundial de Sanidad Animal (OMSA) son la anaplasmosis, la babesiosis y la tripanosomosis,
provocadas por los agentes causales; Anaplasma marginale (A. marginale), Babesia bovis (B.
bovis), Babesia bigemina, y Trypanosoma evansi (T. evansi) respectivamente (OMSA, 2022), las
cuales tienen signos clinicos similares pero diferente abordaje terapéutico, siendo este el mayor
desafio al que enfrenta la ganaderia bovina (Pefia, 2020).

La poblacion de ganado bovino en el Ecuador alcanza los 4,34 millones de cabezas de
bovinos, convirtiéndose en un sector importante para la economia de nuestro pais (Instituto
Nacional de Estadistica y Censos, 2021), sin embargo, las infecciones y coinfecciones de estas
enfermedades hemoparasitarias producen grandes pérdidas econémicas debido a la disminucion
en la produccion de leche y carne asociada a la alta morbilidad y mortalidad que producen (Pefia,
2020), siendo el clima uno de los principales factores que favorece a la aparicién de estas
enfermedades, dado que las altas temperaturas benefician el desarrollo del ciclo de vida de las
garrapatas, tdbanos y dipteros, razén por la cual estas enfermedades alcanzan una alta distribucién
en paises con climas tropicales y subtropicales (Medina-Naranjo et al., 2017).

La raza también es un factor importante a considerar, siendo Bos taurus mas susceptibles
a la picadura de los vectores y por ende tienen un mayor riesgo de ser infectados, en comparacién
con Bos indicus; sin embargo, esto no significa que B. indicus no pueda contraer alguna de estas
enfermedades, sobre todo si son expuestas a factores que alteren su confort convirtiéndolas en
susceptibles (Calderén et al., 2016).

Por lo mencionado anteriormente, esta investigacion tuvo como propdsito; determinar la
presencia de infecciones y coinfecciones por hemotrépicos en el ganado bovino en los predios
seleccionados del cantén Santa Ana y su relacion con los signos clinicos, pruebas de laboratorio,
y factores de riesgo inherentes al animal.

16



Il. ANTECEDENTES
Los paises con climas tropicales y subtropicales proveen un ambiente ideal para el desarrollo de
vectores que actian como transmisores de enfermedades hemotrdpicas, tales como la babesiosis y
anaplasmosis bovina principalmente transmitida por las garrapatas Rhipicephalus microplus y la
tripanosomosis bovina principalmente por la mosca tabano, ocasionando de esta manera, una alta
prevalencia de estas enfermedades hemoparasitarias en los animales que viven en estas regiones,
y que afectan de manera negativa la produccion ganadera de un pais (Medina-Naranjo et al., 2017).

La anaplasmosis es ocasionada principalmente por la especie A. marginale, considerada la
mas importante en los paises sudamericanos, y provoca sintomas leves o graves en bovinos
mayores a dos afios, que se caracterizan por letargo, ictericia, fiebre, disminucion de peso, abortos
y reduccion de la produccién de leche, e incluso la muerte en animales sin tratamiento, mientras
que los terneros han demostrado ser mas resistentes a desarrollar esta enfermedad, es decir, la
gravedad de los sintomas causados aumentan con la edad del animal.

En cuanto a la babesiosis, ésta es causada por B. bigemina y B. bovis, sin embargo, esta
ultima especie causa infecciones fatales en un gran numero de animales, con tasas de mortalidad
que oscilan entre un 70-80%, y sus signos clinicos suelen ser fiebre, parasitemia elevada, ictericia,
anemia y hemoglobinuria.

La tripanosomosis es originada por Trypanosoma. vivax (T. vivax), T. evansi y
Trypanosoma. theileri (T. theileri), sin embargo, la especie T. vivax es considerada la mas
importante en términos econdmicos, especialmente porque es la mas patégena con una tasa de
mortalidad de hasta el 50% en animales sin tratamiento, y sus signos clinicos se caracterizan por
anemia, fiebre intermitente, apatia, aborto, anorexia, y menor produccién de leche (Jaimes-Duefiez
etal., 2017). Sin embrago, T. evansi es el agente causal de la surra, enfermedad que afecta a varias
especies entre ellas al bovino y ha permanecido hasta la actualidad en la lista de enfermedades de
declaracion obligatoria (OMSA, 2022)

En América del Sur se han documentado investigaciones que han comprobado la existencia
de estos hemoparasitos, por ejemplo, estudios realizados en Colombia por Herrera et al. (2008),
reportaron una prevalencia de 14,5%, 1,1% y 7,8% para Anaplasma spp., Babesia spp., y
Trypanosoma spp., respectivamente. Mas recientemente, otro estudio realizado en el mismo pais

por Jaimes-Duefiez et al. (2017), quienes utilizaron métodos de diagndstico de estos patdogenos
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convencionales y moleculares reportaron que de las 464 muestras estudiadas utilizando métodos
convencionales (frotis de sangre), el 21,1%; 3,0%; y 6,5% resultaron positivas para Anaplasma
spp., Babesia spp. y Trypanosoma spp, respectivamente. Mientras que, mediante métodos
moleculares, el 59,3%; 31,5%; 13,8%; 50,9%; y 9,3% de las muestras resultaron positivas para A.
marginale, B. bigemina, B. bovis, T. theileri y T. evansi, respectivamente, hecho que denota la
diferencia de sensibilidad entre los dos métodos. Sin embargo, los resultados obtenidos mediante
los métodos convencionales fueron similares a los reportados por Herrera et al. (2008). En otros
paises sudamericanos como Brasil, la prevalencia de estas enfermedades es similar a la que
reportaron Amorim et al. (2014) en su estudio realizado en Bahia, Brasil, en donde obtuvieron una
prevalencia del 31,1% para Anaplasma spp. y 20,4% para Babesia spp. utilizando frotis de sangre,
mientras que en Ecuador existen pocos reportes publicados sobre estas enfermedades.
Medina-Naranjo et al. (2017) realizaron una prospeccion referente a la presencia de
hemotrdpicos tales como A. marginale, Trypanosoma spp. y Babesia spp., mediante las técnicas
de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas indirecto (ELISAI) y reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en la provincia de Pastaza, reportando que existe una alta prevalencia de A.
marginale (44,83%) y Trypanosoma spp. (10,35%) en la zona, y un 20,69% tenian coinfeccion de
ambos hemoparasitos, mientras que no encontraron animales positivos de Babesia spp. en la zona;
no obstante, en otro estudio realizado por Caroa (2020) en una zona cercana a la anterior (Morona
Santiago), encontraron Babesia spp. (18,18%), y A. marginale (2,27%) por observacion
microscopica de frotis sanguineo, mientras que, por PCR reportaron como positivos B. bovis, B.
bigemina y A. marginale en un 31,51%, 33,93% Y, 44,24%, respectivamente, ademas, reportaron
coinfecciones de Babesia spp. y A. marginale de 1,82% por frotis sanguineo, y coinfecciones entre
B. bovis, B. bigemina y A. marginale de 17,57%; B. bovis y B. bigemina de 10,30%; B. bovis y A.
marginale de 1,2%, y B. bigemina y A. marginale de 1,2% por PCR. Otro estudio relevante es el
realizado por Chavez-Larrea, et al. (2020), desarrollado en la provincia de Manabi, que destaco
por primera vez la presencia de T. vivax en un ganado mediante la técnica de PCR. Mientras que,
en otro estudio realizado por Medina-Naranjo et al. (2017), muestrearon un total de tres fincas con
la siguiente distribucion: 25 bovinos (43,10%) de la UPA-1; 14 (24,14%) de la UPA-2 y 19
(32,76%) de la UPA-3. Es asi que, estas investigaciones establecen un precedente de cuan elevada
esta la presencia de estos hemoparasitos en el pais, hecho que debe despertar un mayor interés por

parte de las autoridades sanitarias ante estas enfermedades que afectan al ganado bovino.
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1. JUSTIFICACION

Las enfermedades hemoparasitarias son de gran importancia en el sector ganadero por las grandes
pérdidas econdmicas que ocasionan debido a la elevada morbimortalidad que puede llegar hasta
un 30%, reduccion en la produccion de carne y leche, aumento de abortos y las tasas de mortalidad
que superan el 50% en animales sin tratamiento (Caroa, 2020), por lo tanto, estas enfermedades
son consideradas las de mayor importancia para el ganado bovino, ain mas por las coinfecciones
que pueden llegar a aparecer en zonas con climas tropicales como lo es el cantén Santa Ana,
provincia de Manabi.

Como se menciond anteriormente, los estudios realizados en el Ecuador indican la
presencia de estos hemotropicos en el pais y su prevalencia es bastante elevada, especialmente en
la Amazonia y Sierra ecuatoriana, sin embargo, en la Costa estas enfermedades han sido poco
estudiadas, en cuanto a la provincia de Manabi en donde apenas existe un reporte que indica la
presencia de la especie T. vivax en la Aldea Convento del canton Chone (Chavez-Larrea et al.,
2020), por lo que, hasta la actualidad no existen estudios sobre la presencia o0 no de Anaplasma
spp., y Babesia spp. en dicha provincia, la cual es considerada segun el INEC (2021), la provincia
con mayor poblacion de cabezas de ganado bovino en el pais, por lo tanto, resulta de gran interés
para la comunidad cientifica y ganadera del cantdn Santa Ana conocer si existen infecciones por
hemotrdpicos en esta zona del pais.

Por lo que estudiar estas enfermedades, es una necesidad para que los ganaderos de la zona
puedan conocer cuales son los hemoparasitos que estan produciendo enfermedades en los rebafios

y establecer una estrategia de control, prevencion y tratamiento adecuado.

19



IV.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
A nivel mundial uno de los mayores problemas que enfrenta la ganaderia bovina, especialmente
en climas tropicales y subtropicales son las enfermedades hemotrépicas transmitidas por
garrapatas y dipteros hematofagos, estds enfermedades son ocasionadas por los parasitos A.
marginale, B. bigemina, B. bovis y Trypanosoma spp., quienes parasitan la sangre de los animales
causando anemia hemolitica y todos los sintomas asociados a esta, teniendo un efecto negativo en
la produccién de leche y carne y en la reproduccion, causando grandes pérdidas econémicas.

Ecuador es un pais de clima tropical y subtropical, tiene dos estaciones en el afio, invierno
y verano siendo este Gltimo donde existe la mayor prevalencia de garrapatas y dipteros en las
ganaderias bovinas, esto constituye un gran desafio para la industria ganadera, debido a que estos
vectores son portadores de hemoparasitos. En el pais existen pocas investigaciones sobre la
presencia de estas enfermedades, por lo que actta a favor de su propagacion, debido a que la falta
de conocimiento no crea un impacto de conciencia en los ganaderos, ya que no toman medidas
preventivas en sus ganaderias y transportan bovinos portadores de una ciudad a otra y esto hace
que crezca desmesuradamente la poblacion de garrapatas infestadas con estos hemoparasitos y se
sigan infectando animales sanos en otras partes del pais.

Se sospecha que los hemotropicos pueden ser un factor que contribuye a las pérdidas
econdémicas que sufren varias zonas del pais particularmente las tropicales y subtropicales como
el canton Santa Ana de la provincia de Manabi, una de las zonas en donde se encuentra la mayor
poblacion de ganado bovino de la provincia segun las Encuestas de Superficie y Produccion
Agropecuaria Continua (ESPAC) de los ultimos seis afios, en donde se cumplen todas las
interacciones de la triada ecoldgica (ambiente, hospedante y agente patdgeno) (INEC, 2021).

Actualmente, la informacion sobre la existencia de estos agentes en Santa Ana es escasa,
puesto que se desconoce la prevalencia, agente causal, coinfecciones, factores de riesgos y signos
clinicos asociados; de manera que, este trabajo buscé determinar la presencia de infecciones y
coinfecciones por hemotrdpicos en el ganado bovino en predios del cantén Santa Ana y su relacion
con los signos clinicos, pruebas de laboratorio, y factores de riesgo inherentes al animal.

4.1. Formulacion del problema
¢Existen infecciones y coinfecciones por hemotrdpicos en el ganado bovino en los predios
seleccionados del cantén y Santa Ana, relacionados con los signos clinicos, pruebas de laboratorio

y factores de riesgo inherentes al animal?
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V. HIPOTESIS
H(0): No existen infecciones y coinfecciones por hemotropicos en el ganado bovino en los predios
seleccionados del cantdn Santa Ana, relacionados con los signos clinicos, pruebas de laboratorio
y factores de riesgo inherentes al animal.
H(A): Existen infecciones y coinfecciones por hemotrépicos en el ganado bovino en los predios
seleccionados del canton Santa Ana, relacionados con los signos clinicos, pruebas de laboratorio

y factores de riesgo inherentes al animal.
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VI. OBJETIVOS
6.1. Objetivo General
Determinar la presencia de infecciones y coinfecciones por hemotrépicos en el ganado bovino en
los predios seleccionados del cantdn Santa Ana y su relacion con los signos clinicos, pruebas de
laboratorio y factores de riesgo inherentes al animal.
6.2. Objetivos Especificos
e Determinar la frecuencia de infeccidon de Anaplasma spp., Babesia spp. mediante examen
microscépico de frotis sanguineo, y PCR, y la frecuencia de infeccion de Trypanosoma
spp., mediante frotis sanguineo y la técnica de Woo.
e Determinar la frecuencia de coinfeccion entre los hemoparasitos estudiados en los predios
seleccionados.
e Demostrar la asociacion de la presencia de los signos clinicos, pruebas de laboratorio y los
factores intrinsecos del animal (edad, sexo, subespecie, condicion corporal) con la

presencia de las infecciones por hemotropicos.
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CAPITULO Il

VIl.  MARCO TEORICO
7.1. Anaplasmosis Bovina
7.1.1. Etiologia
La anaplasmosis bovina es una enfermedad causada por bacterias pleomorficas gramnegativas
pequeiias de aproximadamente 0,3 pum, que parasitan las células del sistema fagocitico
mononuclear, eritrocitos y plaquetas, las especies mas comunes en estos animales son; A. bovis,
A. caudatum, A. centrale y, A. marginale (Dantas-Torres y Otranto, 2017).
7.1.2. Epidemiologia
A. marginale se presenta mayormente en los paises tropicales y subtropicales, y en menos
proporcion, en algunas regiones mas templadas (OMSA, 2018). Epidemiologicamente, el estado
de equilibrio entre el proceso infeccioso y la adquisicion de la inmunidad de parte de los bovinos
es comunmente Ilamado estabilidad enzodtica, y, en caso contrario, los brotes epizodticos son el
resultado de la interrupcion del equilibrio dinamico en la trasmision, estado conocido como
inestabilidad enzodtica, ocasionando efectos negativos en la salud del animal, influyendo de
manera directa en los indicadores econdmicos que estan asociados al impacto negativo sobre las
variables fisiolégicas productivas, a la muerte del ganado y al incremento de los costos de
produccion debido al uso de medicamentos y la asistencia médica (Torres et al., 2021).
7.1.3. Metodos de Transmision
A. marginale es transmitido al ganado por via transplacentaria, biolégica o0 mecanica, por medio
de las garrapatas del genero Dermacentor en Estados Unidos, y por R. microplus en América
Latina; no obstante, hay estudios que indican que, en Latinoamérica, la enfermedad es mayormente
transmitida por moscas hematdfagas como el Tabanus spp. (Radostis et al., 2006).
7.1.4. Factores de Riesgo
7.1.4.1.  Factores del Hospedero
Los becerros en su primer afio de vida cuentan con una inmunidad pasiva obtenida gracias al
calostro de la madre que son serolégicamente positivas a A. marginale, que dura alrededor de los
9 meses; y, a pesar que existe literatura que indica que los animales adultos son los mas
susceptibles a este hemoparasitos, también hay diferentes estudios que muestran que la proporcién
en el ganado joven es mayor que en el ganado adulto, justificandose en el hecho de que debido a

que su piel es mas suave, facilita la penetracion del vector sin mayor dificultad (Torres et al., 2021).
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Por otro lado, hay estudios que indican que el ganado hembra es mayormente susceptible
a la infeccion con A. marginale debido al estrés fisioldgico como la gestacion y la lactancia, hecho
que las predispone a la infeccion por hemoparasitos, a diferencia de los machos. Asimismo, se ha
identificado en un estudio, en donde se evalud la condicion corporal (CC) del ganado que, en la
proporcidn presentada con CC deficiente (10%), media (2,6%) y buena (1,7%), se sugiere que una
CC deficiente es oportuna para la infeccion de hemoparasitos. Adicionalmente, la raza es otro
factor que puede determinar la presentacion de hemoparasitos, sobre todo por la susceptibilidad al
vector, por lo que, en tal caso, se ha visto que mayormente la raza lechera de B. taurus es méas
susceptible a las garrapatas, a diferencia de B. indicus, que es mas resistente; ademas, los animales
mestizos son mucho mas susceptibles a los hemoparasitos en comparacion con las razas locales
debido a que, mediante una exposicion prolongada durante generaciones, el ganado local ha
desarrollado resistencia a los vectores o al parésito (Torres et al., 2021).
7.14.2. Factores Ambientales
La distribucion de la enfermedad esta establecida en base a la distribucion del vector, y debido a
ello es indispensable tener en cuenta que estos factores son la clave para el crecimiento y
distribucion del vector, sobre todo R. microplus, tal como lo mencionan Bianchin et al. (2007); de
hecho, en climas tropicales y subtropicales, las razas europeas estdn maés infestadas con estas
garrapatas, debido a que no han sido objeto de coevolucidn con este ectoparasito. De la misma
manera, Radostis et al. (2006) manifiesta que en climas templados, la ocurrencia estacional de la
enfermedad ocurre en asociacion con la ocurrencia estacional de los insectos vectores.
7.1.4.3.  Factores Antrépicos
Kocan et al. (2010) mencionan que seria de gran importancia el restringir la movilidad de los
animales en areas endémicas para asi poder proteger a aquellos en donde la enfermedad no es
endémica; por otro lado, indican que existen otros factores de riesgo como el mal uso de
garrapaticidas en los rebafios que traen como consecuencias la reducciéon de las tasas de
inoculacion y los bajos grados de resistencia para A. marginale, ocasionando una transicion hacia
la inestabilidad enzoo6tica con posterior aparicion de brotes.
7.1.5. Patogenesis
Posteriormente a la invasion de la bacteria a los glébulos rojos, eéstos empiezan a dividirse por
fision binaria, ocasionando cambios estructurales y bioquimicos en la membrana del glébulos

rojos, originando un proceso autoinmune mediado por anticuerpos contra los globulos que estan
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parasitados y sanos, por lo que, dichas inmunoglobulinas asociadas a los glébulos estimulan la
eritrofagocitosis extravascular, removiendo de manera masiva del torrente circulatorio, tanto a los
glébulos rojos que estan parasitados, como a los que no lo estan (Dantas-Torres y Otranto, 2017).
7.1.6. Hallazgos Clinicos
Lo primero en aparecer es una fiebre de hasta 41 °C, seguida de anemia hemolitica, aislamiento
del animal, debilidad, disminucion de la produccion, pérdida del apetito, deshidratacion, disnea,
taquicardia, temblores musculares, palidez de mucosas y bilirrubinemia (Fernandez, 2018).
Asimismo, suelen haber abortos cuando el animal estd en la fase aguda, retraso en el
desarrollo corporal y de manera comun, la muerte de los animales que son mayores a 2 afios (Torres
et al., 2021); y, a diferencia de otras enfermedades hemotrdopicas como la babesiosis, en la
anaplasmosis no hay presencia de hemoglobinemia ni hemoglobinuria, hecho que puede ayudar a
distinguir el tipo de enfermedad, no obstante, solo se puede confirmar mediante la identificacion
del microorganismo (OMSA, 2018).
7.1.7. Patologia Clinica
Luego de transcurridas unas 24 a 36 horas del pico de infeccidn, el 90% de los eritrocitos que estan
infectados pueden ocasionar fallo cardiopulmonar, con posterior muerte del animal; no obstante,
los animales que llegan a sobrevivir pueden generar una respuesta regenerativa a la anemia
disminuyendo los valores de la parasitemia y recuperando los valores hematolégicos normales
después de muchas semanas; mientras que, en cuanto al hematocrito, ocurre un descenso maximo
de éste a los seis dias post infeccidn, pudiendo perdurar hasta por 15 dias mas, con una disminucion
del 75% de los eritrocitos (Fernandez, 2018).
7.1.8. Diagnostico Diferencial
El diagnostico diferencial consiste principalmente en considerar aquellas enfermedades que
puedan producir anemia o ictericia tales como la babesiosis, hemobartonelosis, eperitrozoonosis,
tripanosomosis, leptospirosis, hemoglobinuria bacilar, hematuria enzodtica, o aquellas inducidas
por fa&rmacos como la penicilina, trimetoprim+sulfa y sulfametoxazol (Cérdoba, 2016)
7.1.9. Tratamiento
El tratamiento que se emplea consiste en la implementacion de antibioticos de la familia de las
tetraciclinas, a una dosis de 20 mg/kg por via intramuscular (Radostis et al., 2006); no obstante, la
terapia Unicamente disminuira la carga bacteriana y la limitacion de los efectos clinicos, pero no

eliminara por completo las infecciones persistentes, por lo que se debe restringir el movimiento
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del ganado infectado, como medida precautelar en zonas donde persiste la infeccién, evitando el
ingreso de la enfermedad en areas donde residen animales susceptibles (Carrillo, 2017).

7.1.10. Control

Los métodos de prevencion y control son importantes para evitar la aparicion de la enfermedad,
por lo que controlar las garrapatas con acaricidas, usar antibioticos y vacunar, es la mejor opcién
para evitar la aparicion de la enfermedad en los hatos ganaderos (Fernandez, 2018). Ademas,
actualmente, ya se cuenta con dos tipos de vacunas para Anaplasma spp, vacunas vivas y muertas,
que consisten en el uso de eritrocitos bovinos infectados como fuente de antigeno, para que puedan
inducir inmunidad protectora a los animales, para silenciar o prevenir la enfermedad clinica, no
obstante, vacunar a los animales no significa que no estaran expuestos a A. marginale y puedan
infectarse y enfermarse (Torres et al., 2021).

7.2.  Babesiosis Bovina

7.2.1. Etiologia

La babesiosis es causada por parasitos protozoarios intraeritrociticos del género Babesia spp.,
miden aproximadamente 4-5 um de longitud y 2-3 pum de didmetro, las especies B. bovis y B.
bigemina, son las de mayor importancia para la ganaderia bovina (Bock et al., 2008).

7.2.2. Epidemiologia

Tanto B. bovis como B. bigemina se distribuyen en zonas con un clima templado hasta tropical,
siempre y cuando se pueda desarrollar su vector que es la garrapata R. microplus; ademas, la
enfermedad es endémica en la mayoria de los paises latinoamericanos como Argentina, Uruguay,
Brasil, Colombia, México y Venezuela, con excepcion de Chile debido a la Cordillera de los Andes
que establece una barrera natural (OMSA, 2018).

7.2.3. Meétodos de Transmision

En América del Sur, la babesiosis bovina es transmitida principalmente por las garrapatas R.
microplus, o también conocida como la “garrapata comun del ganado” (Torres et al., 2021).
7.2.4. Factores de Riesgo

7.2.4.1. Factores Climéticos

Vivas y Chacén (2017) mencionan que existen diversos factores climaticos relacionados con la
babesiosis bovina, como las corrientes de aire, principalmente en los meses frios, bastante

humedad, el exceso de lluvias, las radiaciones solares, y el exceso de calor en los corrales.
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7.2.4.2. Factores de Higiene

Existen factores de higiene que estan relacionados con la babesiosis bovina, entre ellos se
encuentran la gran cantidad de estiércol en los establos, los charcos en los alrededores de los
corrales y comederos, el consumo de agua que esté sucia, la mala higiene en utensilios de manejo,
comederos y bebederos, los instrumentos y equipos veterinarios sucios, oxidados o con resto de
otros medicamentos, sobre todo las agujas y jeringas, la abundante basura y desperdicio alrededor
de los corrales o potreros, la sobrepoblacion de ratas, moscas, cucarachas, y el poco aseo en pisos
y paredes del lugar (Vivas y Chacoén, 2017).

7.24.3. Instalaciones

Las instalaciones también podrian ser considerados factores de riesgo para la aparicion de la
babesiosis bovina, siendo entre ellos los pisos lisos, con hoyos u obstaculos, los alambres sueltos
en los corrales, las mangas, puertas o pasillos con obstaculos o salientes, los corrales muy cerrados
y con mala ventilacién, la deficiencia en el drenaje de aguas residuales y pisos dificiles de limpiar,
y el espacio reducido en los corrales (Vivas y Chacon, 2017).

Por otro lado, también se podrian considerar factores de riesgo la edad, ya que los recién
nacidos, lactantes y destetados requieren mayor atencion, el sexo, ya que las hembras en
produccion son las més predisponentes a enfermedades, la raza, debido a que las razas puras son
mas susceptibles que las criollas o los cruces, el traslado de animales a lugares que no estén
acostumbrados, ya que puede causar enfermedades con graves consecuencias, Yy las ventas donde
se juntan animales de varios lugares (Vivas y Chacon, 2017).

7.2.5. Patogénesis

Babesia spp. es un parasito obligado, ya que parasita los globulos rojos de los bovinos debido al
reconocimiento de receptores especificos que poseen estas células en su membrana, de manera
que, luego de que ellos penetran en la célula, se da inicio a su division por fisién binaria
comenzando a desarrollarse para luego salir del eritrocito rompiendo la membrana externa,
ocasionando la lisis celular, liberando hemoglobina al plasma, ocasionando anemia, no obstante,
ésta también podria ser inmuno-mediada, ya sea porque las inmunoglobulinas reconocen los
cambios en la membrana externa de los eritrocitos infringidos por el parésito, o porque los
antigenos excretados y/o secretados se adhieren a la membrana del eritrocito estimulando que sea
reconocido como cuerpo extrafio incrementando la eritrofagocitosis (Medina-Naranjo et al., 2017).
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7.2.6. Hallazgos Clinicos

En los bovinos, la fase aguda de B. bovis implica un curso de 3-7 dias y una fiebre de >40°C,
seguido de inapetencia, depresion, polipnea, debilidad y apatia, ictericia, en algunos casos diarrea
y en estados avanzados atrofia muscular, temblores, seguidos en forma terminal por coma, en
hembras gestantes se observan abortos y esterilidad en los machos, en los casos que el agente
atraviesa la barrera hematoenceféalica, se observan signos de incoordinacion seguida de paralisis
posterior, 0 por mania, convulsiones y coma (Radostis et al., 2006).

7.2.7. Patologia Clinica

La hemoglobinuria es comun en la fase aguda de B. bigemina y B. divergens y en la fase cronica
de B. bovis, producto de la hemolisis intravascular, consecuentemente, hay liberacion de residuos
y metabolitos tdxicos que afectan las células de otros érganos y desencadenan la respuesta inmune
del individuo especialmente en individuos jovenes de menos de siete meses los cuales tienen méas
probabilidad de sobrevivir a la fase aguda que los animales mayores a un afio, esto también se ve
influenciado por la especie implicada en el caso, dado que B. bovis, tiene la capacidad de evadir el
sistema inmune del animal mediante la citoadhesion de eritrocitos infectados en los capilares
pulmonares, renales y cerebrales, 1o que provoca hipotension, sindrome de estres respiratorio,
sintomas neuroldgicos y muerte, mientras que B. bigemina produce anemia hemolitica masiva sin
causar los sintomas asociados con la citoadhesion (Ozubek et al., 2020).

7.2.8. Diagnostico Diferencial

La babesiosis debe diferenciarse de otras enfermedades que desencadenan los mismos signos
clinicos, como, teileriasis, hemoglobinuria posparto, hemoglobinuria bacilar bovina,
envenenamiento por S-metil-L-cisteina-sulfoxido y leptospirosis (Radostis et al., 2006).

7.2.9. Tratamiento

El tratamiento se dirige a la destruccion de los protozoos mediante la utilizacion de farmacos como
el: imidocarb 1-3 mg/kg, diminazeneaceturate 3-5 mg/kg, nerolidol 0,01 mg/kg, triclosan 0,05-0,1
mg/kg, epoxomicin 0.05-0.5 mg/kg, ademas, de la terapia de apoyo, como transfusiones de sangre,
medicamentos antiinflamatorios, eliminacién de garrapatas, preparaciones de hierro, dextrosa,
vitaminas, purgantes y reposicion de liquidos en casos graves (Yusuf, 2017).

7.2.10. Control

Existen varias medidas para el control de la enfermedad, tales como, la prevencién de la

introduccién de la enfermedad, mediante una cuarentena eficaz de los animales movilizados,
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acompafiada de analisis de laboratorio para la deteccion del agente resulta eficaz, pero a la vez
costosa. La erradicacion del vector seria una buena medida de control, sin embargo, esto implica
un alto costo para la vida silvestre local, el control de garrapatas mediante bafios de inmersion
estratégica econdmica y viable, la quimioprofilaxis utilizando imidocarb y diminazen también
sirve como medida de control, sin embargo, no es viable a largo plazo, la vacunacion también es
una alternativa para el control de la enfermedad (Yusuf, 2017).
7.3.  Tripanosomosis Bovina
7.3.1. Etiologia
La tripanosomosis en una enfermedad causada por el género Trypanosoma spp., las especies T.
vivax, T. congoiense, T. evansi, son las que infectan al ganado bovino, estos parasitos han
provocado grandes pérdidas econdmicas en Africa, especialmente donde la mosca tsetsé se
encuentra ampliamente distribuida (Radostis et al., 2006), actualmente la enfermedad ya se
encuentra registrada en América latina debido a la alta adaptacion de transmision mecénica de las
familias de moscas Tabanidae y Stomoxys spp., (Oliveira etal., 2019; Gonzatti et al., 2014).
7.3.2. Epidemiologia
La tripanosomosis se encuentra distribuida en Africa tropical principalmente en ambientes
ecoldgicos donde habita la mosca tsetsé con una prevalencia de 5% y 15% Yy, no obstante, con la
cercania de los humanos con los animales domésticos y salvajes, la especie T. vivax ha sido capaz
de desarrollarse en otras especies y ser transmitida mecanicamente por las moscas hematofagas
Tabanus spp., Stomoxys calcitrans y Haematobia irritans, de tal forma que en la actualidad se
encuentra distribuida por toda América Central y Sudamérica con una prevalencia de 2-10%
(Gelaye y Fesseha, 2020; Fetene et al., 2021).

La mortalidad y letalidad de la tripanosomosis esta relacionada con la especie del parasito,
el huésped y su nivel de resistencia (Fernandez, 2018), por lo que los bovinos infectados con T.
vivax, pueden alcanzar un 70% de morbilidad (Fetene et al., 2021).
7.3.3. Métodos de Transmision
Existen dos tipos de transmision, una biolégica mediante la mosca tsetsé (figura 1), en donde el
parasito desarrolla diferentes fases; la fase de tripomastigote a epimastigotes que se multiplican en
la proboscide, faringe y es6fago del insecto y finalmente en metaciclicos infecciosos (Gonzatti et
al., 2014) y la transmision mecénica a través de dipteros voladores (tdbanos y las moscas de los

establos), en donde todas las fases de desarrollo y diferenciacion inician en la circulacion
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sanguinea del huésped donde se multiplica activamente (Suazo, 2015). Este tipo de transmision es
la que ha hecho que T. vivax se distribuya ampliamente por America del Sur y otros lugares donde
la mosca tsetsé no esta presente (Aregawi et al., 2019).

Figura 1. Ciclo bioldgico de T. vivax en mosca tsetsé y rumiantes en Africa.
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Fuente: Bassi, 2014.
7.3.4. Factores de Riesgo
7.3.4.1.  Factores del Huésped
El grado de infeccion depende del estado fisioldgico del animal, por lo que la mayoria de animales
salvajes y algunos domésticos alcanzan un estado de equilibrio huésped-parasito denominado
tripanotolerancia, es decir, no padecen enfermedad clinica y estos son los que generalmente se
mantienen como reservorios de la enfermedad. También se conoce que la mayoria de las razas
taurinas y los cruces entre taurinos y cebles son mas resistentes que las cebues de raza pura, a la
picadura de los vectores, mas no a la enfermedad producida por el parasito (Radostis et al., 2006).
7.3.4.2. Factores Ambientales
Varios factores ambientales como el clima tropical o subtropical que es 6ptimo para el desarrollo
bioldgico del parésito y el vector, ademas, de las altas temperaturas de invierno donde el ganado
sufre de estrés caldrico , asi mismo el paso del ganado por areas de vegetacion o fuentes de agua
infestadas con vectores facilitan la infestacion de la tripanosomosis, del mismo modo, las
ganaderias establecidas cerca de reservas ecolégicas es un factor importante para la transmisién
de la enfermedad ya que proporcionan una variedad de huéspedes preferidos y habitat adecuado
para los vectores (Radostis et al., 2006; Majekodunmi et al., 2013).
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7.3.4.3. Factores del Parasito
Los factores del patdgeno dependeran de la especie de Trypanosoma asi como su tropismo por un
determinado huésped y la densidad de los vectores, por lo que T. evansi afecta méas a los bovinos
y equinos, mientras que T. equiperdum tiene afinidad Unicamente por el equino y el asno y su
transmision es mediante la reproduccion sexual, por otro lado T. brucei brucei, T. congolense y T.
vivax afectan mayormente a los bovinos, ovinos y caprinos, T. simiae y T. suis producen alta
morbilidad en porcinos y T. cruzi afecta a los caninos y felinos, no obstante la capacidad del vector
de picar a cualquier especie hace que las diferentes especies de Trypanosoma afecten a la mayoria
de animales tanto salvajes como domésticos y sirvan de reservorio de la enfermedad (Wilkowsky,
2017), como en Brasil, en donde Rodrigues et al. (2015) identificaron T. vivax en burros errantes.
Otro factor es su distribucion, como se menciono anteriormente T. vivax ya se encuentra
presente en América Latina, y, en Ecuador Chavez-Larrea et al. (2020) reportaron casos de bovinos
infectados con T. vivax mediante deteccion molecular, y hasta el momento se desconoce la
presencia de otra especie consecuente de los pocos estudios epidemioldgicos realizados en el pais.
7.3.4.4. Mecanismos Inmunes
El estado inmunologico es otro factor importante a considerar, dado que esta relacionado con el
buen estado de salud del animal, no obstante, los animales en buen estado no estan libres de
contraer la enfermedad, sin embargo, su sistema inmune logra neutralizar al parasito en la mayoria
de los casos, mientras que los animales mal nutridos, en condiciones ambientales inadecuadas, e
inmunodeprimidos son mas susceptibles a contraer la enfermedad y expresarla de forma clinica
con un mal pronoéstico (Radostis et al., 2006).
7.3.5. Patogénesis
La tripanosomosis es una enfermedad progresiva, que inicia con anemia, dafio tisular e
inmunosupresion, su patogenia inicia como una reaccién cutanea local visible o no, producto de la
inoculacion de los parésitos mientras los vectores se alimentan de la sangre de los huéspedes
(Radostis et al., 2006). Una vez dentro del organismo animal los parasitos se diferencian en
tripomastigotes, ingresan al torrente sanguineo directamente o a través del sistema linfatico
desencadenando las intermitentes parasitemias, ingresa al eritrocito, se multiplica rapidamente,
induce la hemdlisis y se disemina por todo el sistema cardiovascular, provocando una anemia
severa y dafio orgénico de leve a moderado, consecuentemente produce eritrofagocitosis,

dishemopoyesis, coagulacion intravascular diseminada, ademas, T. vivax tiene la capacidad de
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migrar y multiplicarse en el tejido intersticial y cavidades serosas donde contindian multiplicandose
e inducen la respuesta de vasodilatacion diseminada (Wilkowsky, 2017).

En la fase cronica de la enfermedad, los animales desarrollan infecciones bacterianas,
virales y protozoarias concurrentes y/o fatales, producto de la inmunosupresion, en las hembras se
observan abortos y ocasionalmente ocurre la infeccién vertical (Radostis et al., 2006).

7.3.6. Hallazgos Clinicos

En la fase aguda los animales jovenes y las hembras prefiadas en areas donde la enfermedad no es
endémica pueden morir a las pocas semanas post-infeccion, contrario a las areas donde la
enfermedad es endémica, la forma habitual es crénica progresiva, en donde el animal presenta
signos clinicos con una marcada caquexia hasta que muere (Ranjan et al., 2017).

En la forma aguda, los signos clinicos que se observan son fiebre intermitente, anemia,
emaciacion, pérdidas de produccion, embotamiento al recostarse o andar tambaleante, dificultad
para respirar, lagrimeo, bramido, salivacion profusa, espasmos de los musculos que a menudo
terminan en convulsiones y muerte, mientras que en la forma crénica dura afios y se caracteriza
por embotamiento, anemia, emaciacion, fiebre recurrente, edema en la parte dependiente del
cuerpo, conjuntivitis, lagrimeo, agrandamiento de los ganglios linfaticos superficiales, abortos,
infertilidad, reduccion de la produccion de leche, emaciacién progresiva y disminucion del trabajo
(Ranjan et al., 2017; Costa et al., 2020).

7.3.7. Patologia Clinica

La principal afeccion de la tripanosomosis es la anemia macrocitica e hipocromica, con la
consecuente dishemopoyesis y eritrofagocitosis producto del dafio celular y el aumento de la tasa
de eliminacion de glébulos rojos de la circulacion por factores hemoliticos liberados por
tripanosomas moribundos, complejos inmunes unidos a los globulos rojos, por otro lado, los
tripanosomas inducen a la alta liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales libres
que actlan como agentes citotoxicos que dafian los componentes vitales de los eritrocitos,
proteinas y los lipidos (Ranjan et al., 2017).

El estrés oxidativo inicia cuando hay desequilibrio entre la actividad generadora de
radicales y la actividad que elimina radicales, ya que causa un aumento en la formacién de
productos de oxidacion, siendo los lipidos, especialmente los acidos grasos poliinsaturados los
més sensibles a la oxidacién, conduciendo a una peroxidacion lipidica, siendo asi, que los

marcadores de estrés oxidativo y los indices hemato-bioquimicos ayudan a determinar el grado de
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dafo celular del individuo (Kurata y Suzuki, 1993).
7.3.8. Diagnostico Diferencial
Varios de los hallazgos clinicos observados en la enfermedad de la tripanosomosis estan
relacionados con otras afecciones, como la desnutricion, helmintosis, babesiosis, anaplasmosis,
fiebre de la costa este, también, la tripanosomosis aguda puede confundirse con septicemia
hemorrégica y antrax, por lo que siempre es necesario realizar examenes de laboratorio para
confirmar la enfermedad, siendo la observacion microscopica de frotis sanguineo o la técnica de
Woo los de mayor eleccidn, por su rapidez y menor costo (Radostis et al., 2006).
7.3.9. Tratamiento
Cuando la enfermedad es detectada a tiempo se pueden instaurar terapias tripanocidas o se puede
prevenir con terapias profilacticas, entre los farmacos terapéuticos de mayor eleccion estan;
aceturato de diminazeno a dosis de 3,5-7mg/kg SC o IM; bromuro y cloruro de homidio 1 mg/kg;
sulfato de quinapiramina 5 mg/kg (diluido al 5%) SC; isometamidium 0,25-1 mg/kg, los cuales
también sirven como profilacticos (Radostis et al., 2006; Gelaye y Fesseh, 2020).
7.3.10. Control
En los paises enzooticos, el control se basa en métodos de inhibicion del desarrollo de los vectores,
el tratamiento profilactico, el buen manejo de los animales en riesgo y el uso de animales
tripanotolerantes como los taurinos o los cruces de traurinos y cebues. No obstante, los métodos
profilacticos son costosos y amenazan el medio ambiente, como alternativa ante esto se puede
optar por la pulverizacion o formulacion de vertido de insecticidas como los piretroides que
ademéas ayudan al control de las garrapatas y por ende disminuye la inoculacién de otras
enfermedades transmitidas por las garrapatas, las trampas que atraen y capturan vectores también
es una excelente alternativa en zonas con menor densidad de vectores (Gelaye y Fesseha, 2020).
Por otro lado, la esterilizacién masculina de la mosca tsetsé es una excelente alternativa para
la erradicacion de la misma, dado que la hembra solo se aparea una vez en la vida, sin embargo,
es altamente costosa y no controla la poblacion de los Tabanus spp., Stomoxys calcitrans y
Haematobia irritans, la expansion de la agricultura, industrias, carreteras, etc., también destruye
efectivamente el habitat de los vectores, sin embargo, es perjudicial para las especies silvestres
porque contribuye con su extincion (Radostis et al., 2006).
7.4.  Técnicas Utilizadas para el Diagndéstico de estos Hemotropicos

La tripanosomosis, anaplasmosis y babesiosis bovina se pueden diagnosticar mediante el uso de la
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clinica, basado en la observacion de la sintomatologia de la enfermedad, sin embargo, debido a lo
ambiguo de éstos, resulta poco eficiente, y por eso es que se recomienda el empleo de técnicas
directas e indirectas (Medina-Naranjo et al., 2017).

Identificacion del agente: el examen microscopico de frotis de sangre u érganos con tincién
de Giemsa es el método mas comun para identificar Anaplasma spp., y Babesia spp., en animales
con infeccion clinica, en donde se pueden observar bacterias de A. marginale dentro de los
eritrocitos como cuerpos densos y redondeados de unos 0,3—1,0 um de diametro, localizados en la
zona marginal del eritrocito o en su proximidad. Este método se recomienda para confirmar casos
clinicos. (OMSA, 2018)

Pruebas seroldgicas: para Anaplasma spp., y Babesia spp., el uso de la técnica de ELISA
tiene buena sensibilidad en la deteccion de los animales portadores, por lo que se recomienda para
estudios de prevalencia y vigilancia epidemioldgica, también la prueba de aglutinacion en placa la
siguiente mas utilizada, pero tiene una menor sensibilidad (OMSA, 2018).

Pruebas moleculares: el uso de pruebas basada en la deteccion del &cido nucleico genémico
de modo experimental, detectan la presencia de una infeccion moderada en el ganado portador y
en las garrapatas que actian como vectores, por lo que se necesita una reaccion anidada para
identificar los portadores de bajo nivel utilizando el PCR convencional, pudiendo tener lugar una
amplificacion inespecifica. La PCR es la prueba mas recomendada para confirmar caso clinico y
determinar la ausencia de la infeccion (OMSA, 2018).

Técnica de Woo: consiste en la separacion de los componentes sélidos y liquidos de la
muestra de sangre segin la gravedad especifica, en donde se analiza la porcién celular
plasma/leucocitos-plaquetas (capa leucoplaquetaria), con el fin de observar la concentracion de

hemoflagelados (tripanosomas) por centrifugacion (Noriega, 2020).
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CAPITULO Il

VIIl.  DISENO METODOLOGICO
8.1.  Participantes
Este estudio fue realizado por estudiantes de la Carrera de Medicina Veterinaria de la Universidad
Técnica de Manabi, como proyecto de titulacion en modalidad investigativa, en conjunto con
investigadores de la Universidad de las Fuerzas Armadas de Sangolqui dentro del proyecto
“Establecimiento de una plataforma en apoyo a la formacién y sensibilizacion, diagndstico y
desarrollo de una estrategia de control de la brucelosis y tripanosomosis en Ecuador” (Bru-Tryp),
financiado por L'Académie de recherche et d'enseignement supérieur (ARES) de Bélgica.
8.2.  Tipo de Estudio y Tamario de la Muestra
Es una investigacion descriptiva transversal, se recolectaron muestras de sangre de 139 bovinos,
que corresponde a la poblacion total de tres fincas que fueron clasificadas como pequefia (1 a 20),
mediana (21 a 70) y grande (més de 70) de acuerdo con el criterio de Paucar (2021).
8.3.  Ubicacién
Esta investigacion se realizo en tres predios ubicados en las localidades de Bonce, Visquije y Poza
Honda, pertenecientes al canton Santa Ana, provincia de Manabi, situado en las coordenadas
1°02°50 de latitud Sur 'y 79°49°07 de longitud Oeste, teniendo una superficie total de 1067,30 km?2
con 84 a 746 m.s.n.m.; ademas, limita al norte con Chone y El Carmen, al sur y al este con la
provincia del Guayas y al oeste con los cantones de Bolivar, Santa Ana y Portoviejo, de clima
tropical seco con las estaciones de invierno y verano, y una temperatura promedio de 27 °C.
Figura 2. Ubicacién de los predios establecidos, por Procesado de Geo UTM Maps y Google
Maps, 2022, https://n9.cl/h3194
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8.4.  Variables

8.4.1. Variables Independientes

8.4.1.1.  Factores de Riesgo Asociados a la Proporcion de Hemoparasitos

Para el andlisis de los factores de riesgo se utilizaron los datos de los registros y las encuestas que
se realizaron durante el muestreo, asi como también de las pruebas rapidas de laboratorio
utilizadas, y para ello se utiliz6 como analisis estadistico la medida de Riesgo Relativo (RR).

Las variables evaluadas para determinar si existen factores de riesgo para que los animales
puedan contraer enfermedades hemoparasitarias fueron; sexo, raza, edad, presencia o ausencia de
garrapatas y condicion corporal, las cuales fueron categorizadas para su analisis estadistico.
8.4.1.2.  Signos Clinicos y Pruebas de Laboratorio Asociados a la Proporcion de

Hemoparasitos
Para el analisis de los signos clinicos y pruebas de laboratorio se utilizaron los datos de los registros
y las encuestas realizadas en el muestreo, y los obtenidos de las pruebas rapidas de laboratorio
utilizadas, los que se evaluaron fueron: temperatura corporal, proteinas totales y hematocrito.
8.4.2. Variables Dependientes
Proporcion de animales infectados de anaplasmosis, babesiosis y tripanosomosis.
8.5. Metodologia
8.5.1. Procedimientos Empleados en la Fase de Campo
Este trabajo se realizé durante los meses de abril y junio; el predio pequefio se muestre6 el 4 de
junio del 2022, éste se encuentra en la parroquia Ayacucho, localidad Poza Honda, el predio
mediano fue muestreado el 11 de abril del 2022 en la parroquia Santa Ana, localidad Bonce, y el
predio grande el 12 de abril del 2022 en la parroquia La Unidn, localidad Visquije. Se recolectaron
muestras de sangre de 139 bovinos. Para la toma de las muestras se extrajo sangre de la vena
coccigea en los adultos y de la vena yugular en los terneros, en donde se recolectaron dos tubos,
uno con anticoagulante EDTA y uno sin anticoagulante.

Para poder evaluar los factores de riesgo se implement6 una encuesta epidemioldgica por
cada predio, realizada directamente a los responsables de las fincas muestreadas, en donde se pudo
obtener informacion sobre la ubicacion de la finca, datos generales de los animales, los aspectos
sanitarios, asimismo se lleno un registro de la historia clinica de cada animal muestreado en donde

se registraron datos como la temperatura rectal, condicion corporal, edad y sexo (anexo Ay B).
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8.5.2. Pruebas de Laboratorio Utilizadas

La presencia de Babesia spp., y Anaplasma spp., fue evidenciada mediante frotis de sangre
periférica y PCR, mientras que la identificacion de Trypanosoma spp., fue mediante la técnica de
Woo y frotis de sangre periférica. Estas técnicas se describen a continuacion.

8.5.2.1. Prueba de Hematocrito (Hto)

Se llend un tubo capilar por cada muestra de sangre que contenia EDTA para posteriormente ser
centrifugados a 10000 rpm por 5 min en una microcentrifuga (TG12M Centrifuge, Madell
Technology, EUA), para luego poder determinar el porcentaje de Hto con una tabla especifica para
eso (marca Faem), tal como lo describe la OMSA (2018).

8.5.2.2.  Prueba de Proteinas Totales (PT)

Existen muchas técnicas para la determinacion de proteinas totales, una de ella es refractometria,
que permite la evaluacién cuantitativa y facil de la mayoria de las muestras clinicas, George y
O’Neill (2001) correlacionaron esta técnica con la de biuret y obtuvieron una significancia de
valor-p = <0,001, y un coeficiente kappa de correlacion >0,977. Por esta razon, en este estudio se
utilizo la técnica de refractometria, para poder determinar los valores de PT de cada uno de los
animales, para lo cual se utilizé un refractometro portatil (RHC300ATC, Hong Kong, China).
8.5.2.3.  Observacion Microscopica de Frotis Sanguineo Tefidos con Giemsa

El frotis sanguineo es uno de los métodos de diagnostico directo rapido de las enfermedades
hemoparasitarias, consiste en realizar la extension de una gota de sangre en un portaobjetos, fijar
las células con metanol absoluto y posteriormente realizar la tincion del frotis con Giemsa al 10%,
tal como lo describen Guaméan-Quinche et al. (2020); por lo que, en el presente estudio se
realizaron y tifieron dos frotis por cada muestra de sangre tomada, los cuales fueron vistos en un
microscopio Olympus BX53 mediante el objetivo 100X utilizando aceite de inmersion.

8.5.2.4.  Técnica de Centrifugacion del Hto o Técnica de Woo

La técnica de Woo consiste en llenar un tubo capilar con la muestra, centrifugar a 10000 rpm por
5 minutos y observar al microscopio la interfase entre la fraccion leucocitaria y el plasma; se utiliza
para la deteccién de Trypanosoma spp., tal como lo describen Chagas et al. (2020).

8.5.2.5. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

El PCR es una prueba de diagnéstico de alta sensibilidad para la deteccion de enfermedades
hemoparasitarias, que consiste en la deteccion del ADN gendémico del parasito tal como lo describe

Arboleda (2019), utilizando cebadores especificos para detectar los diferentes géneros y especies.
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8.5.2.5.1. Extraccion de ADN a Partir de Sangre Total

Para la extraccion del ADN se uso la sangre total contenida en el tubo con EDTA utilizando el kit
“Genejet Whole Blood Genomic Dna Purification Mini Kit. 250RX. Thermo”.

8.5.2.5.2. Determinacion de la Calidad de ADN

La determinacion de la calidad del ADN extraido se realizd mediante las relaciones xx de
absorbancias A230/A280, y ademas se hizo una corrida electroforética en donde se colocd 5 pL
de ADN y 1 pL de blue juice en 0,8% de gel de agarosa, a 100 V y 300 mA por una hora, para
luego observar el gel a través de radiacion UV. La cuantificacion del ADN total extraido se realizd
con la ayuda del equipo Nanodrop 2000 de Thermo Scientific, en donde se colocé 2 pL de dicha
extraccion para posteriormente cuantificar el ADN mediante espectrofotometria.

8.5.2.5.3. PCR para la Deteccion de Anaplasma spp.

Para la deteccion de A. marginale se amplifico un fragmento del gen MSP5 con los primers 19A
y 19B (5-GTGTTCCTGGGGTACTCCTA-3> y 5-TGATCTGGTCAGCCCCAGCT-3’,
respectivamente), con la utilizacion del PCR.

8.5.2.5.4. PCR para la Deteccion de Babesia spp.

Para la deteccion de Babesia spp., se amplifico un fragmento del gen ~408 pb de la subunidad
pequefia 18S ARNr con los primers PiroA y PiroB (5°-AATACCCAATCCTGACACAGGG-3’ y
5-TTAAATACGAATGCCCCCAAC-3’, respectivamente), con la utilizacion del PCR.

8.5.3. Analisis Estadistico

8.5.3.1.  Procesamiento de los Datos

Todos los resultados y anélisis de esta investigacion fueron tabulados mediante el programa de
Microsoft Excel y analizados mediante los programas estadisticos Epi Info 7.2. y SPSS.

8.5.3.2.  Proceso de Proporcién

La proporcidn es la relacion que existe entre el niUmero de casos positivos debido al contacto que
ha tenido con un agente etioldgico, y el nimero total de las muestras tomadas (Thrusfield, 2005),
y se obtiene de la division del nimero de casos positivos para el total de animales muestreados.
8.5.3.3.  Estadistica Inferencial

Para el andlisis univariado, se utilizé para las variables categodricas la prueba Chi-Cuadrado en
relacion a la proporcion de las enfermedades, para el anélisis de las variables cuantitativas se utilizd
el analisis de correlacion de Pearson y para el analisis multivariado el analisis de regresion logistica

binaria, segun lo establecido por (Thrusfield, 2005).
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CAPITULO IV
IX. RESULTADOS Y DISCUSION
9.1.  Frecuencia de la Distribucion de los Factores de Riesgos
9.1.1. Frecuencia de Distribucion de los Animales Muestreados por Predio
De acuerdo con la estratificacion de las fincas, del total de los animales muestreados (n=139), la
distribucion de los animales por predio se reflejé de acuerdo al tamafio de la finca como se muestra

en la tabla 1, en donde se determiné que el predio pequefio tiene una distribucién del 13,67%, el

mediano de 21,58% y el predio grande de 64,75%.

Tabla 1. Frecuencia de la distribucién de los factores de riesgo

Variable Frecuencia Frecue_ncia Frecuencia relgtiva
Absoluta | Relativa en porcentaje

Predio

Pequefio 19 0.1367 13.67

Mediano 30 0.2158 21.58

Grande 90 0.6475 64.75
Edad

Categoria 1 34 0.2446 24.46

Categoria 2 21 0.1511 15.11

Categoria 3 20 0.1439 14.39

Categoria 4 64 0.4604 46.04
Sexo

Hembras 109 0.7842 78.42

Machos 30 0.2158 21.58
Subespecie

Bos indicus 3 0.2160 2.16

Bos indicus x Bos taurus 136 0.9784 97.84
Condicion Corporal

15 8 0.5760 5.76

2 25 0.1799 17.99

2.5 30 0.2158 21.58

3 39 0.2806 28.06

3.5 12 0.8630 8.63

4 25 0.1799 17.99
Garrapatas

Con 62 0.4466 44.66
Sin 77 0.5540 55.40

9.1.2. Frecuencia de Animales Muestreados de Acuerdo a la Edad

Para el analisis de los resultados de la variable edad, se transformo a variable cuantitativa discreta

con datos agrupados (tabla 1), en donde las categorias fueron C1: 0-9 meses, C2: 10-18 meses, C3:
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19-36 meses y C4: +36 meses; tal como se observa en la tabla 1, el 46,04% del conjunto de datos
esta representado por animales que tienen méas de 36 meses de edad.

9.1.3. Frecuencia de Animales Muestreados de Acuerdo al Sexo

La tabla 1 muestra la frecuencia de los animales muestreados (n=139) en relacién al sexo, donde
el 78,42% de los animales esta constituido por hembras, mientras que el 21,58% por machos. La
razon por la que la muestra en su mayoria la conforman las hembras se debe a que los predios son
de produccion doble propdsito, siendo la produccidon de leche la de mayor utilidad.

9.1.4. Frecuencia de Animales Muestreados de Acuerdo a la Subespecie

La tabla 1 muestra la frecuencia de los animales muestreados (n=139) de acuerdo al tipo de raza,
categorizados en Boss indicus (1) y Boss indicus x Boss taurus (IxT), en donde la mayor parte de
animales muestreados pertenece a la categoria “IxT” (97,84%), mientras que la categoria “I”
representa el 2,16% del total de los bovinos muestreados.

9.1.5. Frecuencia de Animales Muestreados de Acuerdo a la Condicion Corporal

La tabla 1 muestra la frecuencia de los animales muestreados (n=139) de acuerdo a la condicion
corporal (CC), categorizadas en 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 y 4 de acuerdo (Cottam y Berry, 1998), siendo
la CC de 3, la de mayor frecuencia en los animales muestreados con un 28,06%, mientras que la
de menor frecuencia fue la de CC de 1.5 con un 5,76%.

9.1.6. Frecuencia de Animales Muestreados y la Presencia o Ausencia de Garrapatas

La tabla 1 muestra la frecuencia de los animales muestreados (n=139) de acuerdo a la presencia y
ausencia de garrapatas, lo cual refleja que la proporcidn de animales infestados con estos parasitos
externos 44,66%, es similar a la de los animales no infestados 55,40%

9.2.  Frecuencia de la Distribucion de los Signos Clinicos y Pruebas de Laboratorio

9.2.1. Frecuencia del Valor de la Temperatura Corporal de los Animales Muestreados
Para el andlisis de los resultados de la variable temperatura, fue transformada a variable cualitativa
binomial continua, tal como se describe en la tabla 2, tomando como referencia el rango de
temperatura normal de 38,0-39,3 °C descrito por Reece y Rowe (2017). Siendo asi, la distribucion
de los animales con temperatura normal fue de 70,50%, mientras que la distribucion de los

animales con hipertermia e hipotermia representa el 16,60% y 12,90% respectivamente.
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Tabla 2. Frecuencia de la distribucién de los signos clinicos y pruebas de laboratorio.

. Frecuencia | Frecuencia | Frecuencia relativa
Vil Absoluta | Relativa en porcentaje

Temperatura

Normal 97 0,705 70,50

Baja 18 0,129 12,90

Alta 24 0,166 16,60
Hematocrito

Normal 129 0,9281 92,81

Bajo 5 0,036 3,6

Alto 5 0,036 3,6
Proteinas Totales

Normal 42 0.3022 30.22%

Bajo 0 0,000 0,00%

Elevado 97 0.6978 69.78%

9.2.2. Frecuencia del Valor de Hematocrito de los Animales Muestreados

Para analizar la variable, fue transformada a variable cualitativa binomial como se muestra en la

tabla 2, tomando como referencia que el rango de hematocrito normal en bovinos es de 24—42%

(Sirois, 2020), de este modo se observo que el 92,81% de los animales tuvieron un hematocrito

normal, el 3,6% presentd un hematocrito <24, y el otro 3,6% presento un hematocrito alto.

9.2.3. Frecuencia del Valor de Proteinas Totales de los Animales Muestreados

Para el andlisis de los resultados de esta variable, se transformé a variable cualitativa binomial

como se refleja en la tabla 2, tomando como referencia que los valores normales de proteinas

totales en bovinos es 6-7,5 g/100ml (Sirois, 2020), donde se observé que el 30,22% de los animales

presentd un nivel de proteinas normales mientras que el 69,78% mostraron hiperproteinemia.

9.3. Descripcion General de los Resultados Positivos a las Enfermedades
Hemoparasitarias

9.3.1. Distribucién y Analisis de los Resultados para Anaplasmosis

Del total de los animales muestreados, el 40,28% (56/139) presentaron resultados positivos a la

prueba de frotis sanguineo (tabla 2), lo cual se asemeja al estudio realizado por Mufioz-Guarniz et

al. (2017), en Zamora Chinchipe donde obtuvieron una proporcién de 49,50%, y a la proporcién

del 39,14% reportada por Luzarraga (2015) en Vinces-Los Rios. Mientras que en otra zona de

Manabi, Macias y Villavicencio (2022), reportaron una proporcion del 21,05% en el canton Chone,

la cual coincide con la proporcion reportada por Soto (2010), en la ciudad de Quito del 28,18% y

de Montenegro (2022), en la ciudad de Villavicencio-Colombia del 26,20%.
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Mientras que el 91,37% (127/139) presentaron resultados positivos a la prueba de PCR
(tabla 2), lo cual coincide con la proporcion del 93,2%, reportada por Gioia et al. (2018) y la
proporcion  del 91,71%, reportada por Soto (2010), en Santa Cruz-Galdpagos y Quito
respectivamente, sin embargo, estos resultados varian con la proporciéon del 67,06% reportada por
Jumbo (2018), en Santa Cruz/Galapagos y con la proporcion del 85,48% reportada por Escobar
et al. (2015) en el cantdon Quevedo de la provincia de los Rios.
Tabla 3. Cuadro comparativo de los resultados para anaplasmosis entre las dos pruebas

diagnosticas (frotis y PCR).

Predios Animales muestreados | Frotis| % | PCR %
Pequefio 19 4 21.05| 14 |73.68
Mediano 30 12 |40.00| 27 | 90.00
Grande 90 40 |44.44| 86 | 95.56
Total 139 56 |40.28 | 127 | 91.37

Dada la diferencia de proporcion que se obtuvo mediante el frotis sanguineo y el PCR para
la misma poblacion, se correlaciond ambas pruebas, mediante una tabla de contingencia, el calculo
de sensibilidad (Se), especificidad (Sp), valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo
(VPN) e Indice Kappa. En la tabla 4 se muestra que el frotis sanguineo tiene una capacidad del
38,58% de detectar anaplasmosis del total de los animales enfermos y el 41,67% de descartar la
enfermedad del total de animales sanos. Por lo tanto, el frotis como medida de diagndstico para
anaplasmosis tiene una probabilidad de 87,5% de realmente detectar la enfermedad y una
probabilidad de 6,02% de descartarla, indicando que la prueba tiene la capacidad de detectar la
enfermedad, pero no de descartarla, esto se corrobor6 con el valor de indice kappa, que dio un
valor-p de -0,054, que basado en los grados de asociacion (tabla 5) no hay concordancia en las
pruebas, es decir, que para descartar la enfermedad, Unicamente se puede realizar mediante PCR;
ademas, el valor—p = 0.182 (>0,05) indica que no existe nivel de significancia entre ambas pruebas.

Tabla 4. Tabla 2x2 de asociacion de las pruebas diagnostica frotis sanguineo y PCR.

PCR
FROTIS Positivo | Negativo TOTAL
Positivo 49 7 56
Negativo 78 5 83
TOTAL 127 12 139
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Tabla 5. Grados de asociacion del indice Kappa.

Coeficiente Kappa

Fuerza de la concordancia

0 Mala concordancia
0-0,20 Ligera concordancia
0,21-0,40 Acuerdo justo
0,41 - 0,60 Acuerdo moderado
0,61 -0,80 Acuerdo sustancial

Fuente: Thrusfield, 2005.
9.3.1.1.  Distribucidn de los Resultados Positivos a Anaplasmosis (PCR), en Funcion de los

Factores de Riesgo

9.3.1.1.1. Proporcién por Predio

La proporcion en los predios muestreados (pequefio, mediano y grande) fue de 73,68% (14/19),
90% (27/30) y 95,56% (86/90) respectivamente, con un valor-p = 0,008<0,05, lo que indica que

la proporcion mediante PCR es significativa de acuerdo al tipo de finca.

Tabla 6. Analisis univariado de factores de riesgo asociados a la proporcion de Anaplasma spp.

Anaplasma spp.

Variable Total Positivos | Negativos Proporcion | Valor —p

Predio

Pequefio 19 14 5 73,68%

Mediano 30 27 3 90,00% 0,008 *

Grande 90 86 4 95,56%
Edad

Cl 34 29 5 85,29%

C2 21 20 1 95,24%

c3 20 18 2 90,00% 0.476

C4 64 60 4 93,75%
Sexo

Hembra 109 102 7 93,58% 0.07

Macho 30 25 5 83,33% ’
Subespecie

I 3 3 0 100% 0.59

IxT 136 124 12 91,18% ’
Condicion corporal

Mala 33 96 10 90,56% 0.959

Buena 106 31 2 93,93% '
Garrapatas

Con 62 57 5 91,94% 0,83

Sin 77 70 7 90,91%
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9.3.1.1.2. Proporcién por Edad
El valor-p = 0,476<0,05 obtenido de la variable edad, indica que no existe diferencia significativa
entre los datos, es decir, que los bovinos son susceptibles a la anaplasmosis a cualquier edad, lo
cual concuerda con Ola-Fadunsin et al. (2018), Zulayne et al. (2003) y Tana-Hernandez et al.
(2017), quienes realizaron estudios sobre la proporcion de Anaplasma spp., en funcion de la edad,
en la Peninsula de Malasia, Zulia-Venezuela y Santo Domingo de los Tsachilas, Ecuador,
respectivamente y no encontraron diferencia significativa en la variable edad. Sin embargo, difiere
de lo reportado por Abdela et al. (2018), quien encontrd diferencia significativa de la edad como
factor de riesgo de la anaplasmosis en bovinos en la ciudad de Jimma, suroeste de Etiopia.

Para el anélisis de esta variable como factor de riesgo, la variable se categoriz6 en: <3 afios
y >3 afios y se analizé mediante una tabla 2x2, lo cual reflejo que la edad no es un factor de riesgo
para presentar la enfermedad (RR = 1,791; IC del 95% = 0,513-6,250, valor-p = 0,355), estos
resultados se correlacionan con las fases de la enfermedad, dado que una vez que el animal supera
la fase aguda, las invasiones parasitarias ocurren regularmente con intensidad de los signos clinicos
decrecientes, ademas del estado de salud animal que juega un papel importante en los mecanismos
de defensa del animal. Estos resultados difieren con lo reportado por Abdela et al. (2018) que
encontrd un RR=4.46; IC del 95% = 1.478-13.477, valor-p = 0.012.

Tabla 7. Factores de riesgos asociados a la proporcion de Anaplasma spp.

Factor Total RR Limite inferior | Limite superior
Edad
< 3 afios 75 1,791 0,513 6,250
> 3 afos 64
Sexo
Hembra 109 0,343 1,00 1,172
Macho 30
Subespecie
I 3 1,097 1,041 1,156
IXT 136
Condicion corporal
Buena 106 1,615 0,335 7,77
Mala 33
Garrapatas
Con 62 1,791 0,513 6,250
Sin 77
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9.3.1.1.3. Proporcién por Sexo

La proporcion obtenida de las hembras fue de 93,58% (102/109) y de los machos de 83,33%
(25/30), por lo que el valor-p = 0,07>0,05 obtenido indica que no hay diferencias significativas en
los datos, y, a pesar de que hay una mayor distribucién de hembras 78,42% (109/139), el sexo no
determina si las hembras son mas susceptibles que los machos (o0 viceversa) a contraer la
enfermedad, esto concuerda con Zulayne et al. (2003) quienes reportaron una proporcion del
93,75% y 96,03% en machos y hembras respectivamente y no encontraron diferencias
significativas, ademas, la variable sexo no mostr6 asociacion (RR = 0,343; IC del 95% = 1,00-
1,172, valor-p = 0,077) lo que indica que el sexo no es factor de riesgo para determinar la
proporciéon de Anaplasma spp., en bovinos, esto concuerda con lo reportado por Abdela et al.
(2018) (RR=1.15; IC del 95%=0.51-2.60, valor-p = 0,720).

9.3.1.14. Proporcion por Subespecie

El valor-p=0.59<0,05 refleja que no existe diferencia significativa en las subespecies de ganado
que se muestrearon. El cruce de Boss taurus x Boss indicus tuvo una mayor distribucién en la
muestra, con una proporcion de 91,18% (124/136), a diferencia de los Boss indicus que tuvieron
una proporcion de 100% (3/3).

En 1955, Daly y Hall, mencionaron que el ganado Boss taurus es mas susceptible a
infecciones de hemoparasitos que el Boss indicus, sin embargo, varios estudios muestran
resultados diferentes; Parker et al. (1985), evalu0 la susceptibilidad de Bos indicus y Bos taurus a
infecciones por A. marginale y B. bigemina, encontrando una mayor parasitemia en el ganado Boss
taurus, sin embargo, no encontraron diferencias significativas. Por otro lado, Martinez et al.
(2015), realizaron un estudio en Coérdoba-Colombia donde reportaron una proporcion de
Anaplasma spp., de 20,61% en bovinos de raza Gyr-Boss Indicus.

Por lo tanto, la subespecie no se puede determinar como una caracteristica de
susceptibilidad, dado que puede estar influenciada por otros factores, como la mala nutricion y el
manejo de los animales. La variedad del cruce de razas también influye en la susceptibilidad, esto
concuerda con Mercado et al. (2012), quienes reportaron una proporcién de Anaplasma spp del
6,90%. Otro factor influyente son los vectores transmisores de la enfermedad, por lo que, aunque
existan razas resistentes a las garrapatas como la raza criollo argentino-Boss taurus (Ortega, 2021),
existe el riesgo de transmision y diseminacion de la enfermedad ante la presencia de moscas de la

familia Tabanidae, de las garrapatas Boophilus spp., Dennacentor andersoni, D. variabilis, Argas
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persieus y mosquitos oculares (Hippelates pusio) (Radostis et al., 2006).

La subespecie de bovinos (RR = 1,097; IC del 95% 1,041 — 1,156, valor-p = 0,590) mostro
un RR=1 lo que indica que es un factor de proteccion y por lo tanto, no sirve para determinar la
asociacion a la enfermedad.
9.3.1.15. Proporcién en Funcion de la Condicién Corporal
El valor-p = 0,959<0,05, indica que no existe diferencia significativa entre la condicion corporal
de los animales muestreados. La proporcion obtenida de los datos es similar en todas las categorias,
(C-1,5) 87,50%, (C-2) 96,00%, (C-2,5) 90%, (C-3) 89,74%, (C-3,5) 91,67%, (C-4) 92%, y un (RR
=1,615, IC del 95% = 0,335 -7,77, valor-p = 0,335). Estos datos difieren con lo publicado por
Abdela et al. (2018), quienes encontraron diferencia significativa de la condicidn corporal como
factor de riesgo de la anaplasmosis en bovinos en la ciudad de Jimma, suroeste de Etiopia (RR =
6,14; IC del 95% 0,80-46,83, valor-p = 0,012), la diferencia de los resultados se debe a la mayor
proporcién de animales con baja condicién corporal que se estudiaron en esta investigacion, dado
que, tienden a tener una mayor susceptibilidad debido a la inmunodepresion. Por lo tanto, se
requiere realizar un estudio longitudinal para determinar si la condicion corporal es consecuencia
de la enfermedad o factores predisponentes.
9.3.1.1.6. Proporcion en Funcion de la Presencia o Ausencia de Garrapatas
El valor-p = 0,830, refleja que no hay diferencia significativa en cuanto a la presencia o ausencia
de garrapatas en los bovinos y es un factor de proteccion (RR = 1,140; IC del 95% = 0,343-3,784,
valor-p = 0,830), es decir, que no es considerado como un factor de riesgo para determinar la
presencia de anaplasmosis. Mientras que Ola-Fadunsin et al. (2018); Da Silva (2018) reportaron
un (RR =2.71; IC del 95% = 1.99-3.70, valor-p = 0.01), (RR = 6.0163, IC del 95% = 1,49-24,21,
valor-p = 0.027) respectivamente.

La baja asociacion de la presencia de garrapatas asociada a la proporcién de Anaplasma
spp., obtenidos en este trabajo, puede estar asociado al control periédico de parasitos externos que
realizan los propietarios en las ganaderias estudiadas, ademéas de que las garrapatas Ixodidae no
son los Unicos transmisores de la enfermedad, dado que también puede ser transmitida por

mosquitos, piojos, moscas, fomites y verticalmente a través de la placenta (Atif et al., 2021).

46



9.3.1.2.  Distribucion de los Resultados Positivos a Anaplasmosis (PCR) en Funcién de los
Signos Clinicos y Pruebas de Laboratorio

9.3.1.2.1. Proporcion en Funcion de la Temperatura

El 15,83% de los animales muestreados presentaron temperatura elevada, el valor-p = 0,270<0,05
de estos datos muestran que los valores de temperatura no varian en relacion a la infeccion por
Anaplasma spp., es decir, que esta constante fisiologica no es predictiva de la anaplasmosis. Esto
concuerda con Kispotta et al. (2016) quienes en su estudio sobre la proporcién de Anaplasma spp.,
y los factores de riesgo asociados en Bangladesh, no encontraron diferencia significativa en la
temperatura de los animales muestreados. Por el contrario, Abdela et al. (2018), reportaron
diferencia significativa de la temperatura corporal como factor de riesgo de la anaplasmosis en
bovinos en la ciudad de Jimma, suroeste de Etiopia. Estas diferencias estan relacionadas con las
etapas de presentacion de la enfermedad, puesto que en la fase aguda, la parasitemia coincide con
la caida en los niveles de hematocrito y eritrocitos, la aparicion de eritrocitos inmaduros en frotis
de sangre y el desarrollo de fiebre que tiene periodos lentos e irregulares, mientras que los animales
que superan la enfermedad, se convierten en portadores y reservorio de A. marginale lo cual
aumenta el riesgo de transmision mediante vectores bioldgicos como las garrapatas (Radostis et
al., 2006; Dantas-Torres y Otranto, 2017).

Tabla 8. Analisis de los signos clinicos y pruebas de laboratorio, asociados a la proporcién de

Anaplasma spp.

. Anaplasma spp. o

Variable Total Positivos | Negativos Proporciéon | Valor —p
Temperatura

Normal 98 88 10 89,76% 0.270

Anormal 41 39 2 95,12% ’
Hematocrito

Normal 129 119 10 92,25% 0.414

Anormal 10 8 2 80,00% '
Proteinas totales

Normal 42 35 7 83,33% 0,026 *

Anormal 97 92 5 94,85%

9.3.1.2.2. Proporcién en Funcion del Hematocrito

El valor-p = 0,414<0,05, indica que los valores de hematocrito no son significativos, es decir, que
la presencia de anemia en los animales no se correlaciona con la anaplasmosis, lo cual se refleja

en la proporcion de los animales que presentaron anemia que fue del 6,47%. Sin embargo, estos
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datos no concuerdan con Magona et al. (2008), quien realiz6 un estudio sobre la asociacion de la
seroconversion a A. marginale y los niveles de hematocrito, donde obtuvo una significancia
estadistica. Esto esta relacionado directamente con la fase de la enfermedad como se menciond
anteriormente, principalmente en la fase aguda o sobreaguda dentro de las 24 horas que se
presentan los signos asociados a la anemia (hipertermia, ictericia, disnea severa, pérdida de apetito
y letargia), aunque en la mayoria de los casos la anaplasmosis es subaguda, especialmente en
animales jovenes (Radostis et al., 2006).

9.3.1.2.3. Proporcion en Funcion de las Proteinas Totales

El valor-p = 0,026< 0,05 indica que la proporcién en funcién de los valores de proteinas totales si
son significativos para el diagnostico de anaplasmosis. La proporcion se muestra en el anexo C,
donde el 66,19% de los animales presentaron hiperproteinemia, esto se puede atribuir a la
concentracion de globulina y hemoglobina liberada en la eritrofagocitosis en respuesta al antigeno
parasitario (Esmaeilnejad et al., 2012). Por otro lado, cabe mencionar que existen estudios resientes
que indican una asociacién de la hipoproteinemia a la disponibilidad inadecuada de enzimas
antioxidantes, que junto a la produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS)
conducen al estrés oxidativo de la membrana de los globulos rojos, lo cual le atribuye al dafio
oxidativo de los eritrocitos un papel importante en la anemia hemolitica inducida por la infeccion
de hemoparasitos. Entre los estudios que se mencionan; Das et al. (2022), obtuvieron significancia
(valor-p < 0,05) en los valores bajos proteina total y albimina, en los niveles altos de peroxidacion
lipidica (LPO) y (valor-p < 0,05) en los valores bajos de enzimas antioxidantes; superdxido
dismutasa (SOD), glutatién (GSH), Capacidad antioxidante total (TAC), cobre (Cu) y zinc (Zn).
9.3.1.3.  Andlisis Multivariado

El analisis de regresion logistica de las variables muestra que las variables; predio y proteinas
totales son estadisticamente significativas como se muestra en la tabla 6. La significancia del valor-
p = 0,045 (> 0,05) de proteinas totales, concuerda con Das et al. (2022) quienes evaluaron la
influencia del estrés oxidativo en el cambio de los valores hematoquimicos, Dantas-Torres y
Otranto (2017) también indican la presencia de hiperproteinemia como hallazgos de laboratorio

en bovinos infectados con Anaplasma spp.
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Tabla 9. Andlisis de regresion logistica de las variables asociadas a la proporcion de Anaplasma.

. Anaplasma spp. -
Variable Total Positivos | Negativos Proporcion | Valor —p

Predio

Pequeiio 19 14 5 73,68%

Mediano 30 27 3 90,00% 0,008 *

Grande 90 86 4 95,56%
Proteinas totales

Normal 42 35 7 83,33% 0,045 *

Anormal 97 92 5 94,85%

9.3.2. Distribuciony Analisis de los Resultados para Babesiosis

Del total de los animales muestreados, ninguno de los animales muestreados dio positivo a la
prueba de frotis sanguineo (tabla 15); sin embargo, en el canton Babahoyo se llevo a cabo una
investigacion por Minga (2019), en donde encontrd una proporcion de 7% (20/300), asemejandose
un poco con la proporcion reportada por Montenegro (2022) en Villavicencio-Colombia que fue
de 8,40% (84/1000).

Por otro lado, en la presente investigacion se encontr6 una proporcion del 11,51% (16/139)
mediante la prueba de PCR (tabla 15); sin embargo, Ledn (2017) reporté una proporcion mayor
en el sector Sur de la provincia de Zamora Chinchipe, con un 71% (50/70) de positivos de
babesiosis mediante la prueba de PCR. Por el contrario, en la provincia de Pastaza, Medina-
Naranjo et al. (2017) realizaron un trabajo en donde no encontraron animales positivos para
Babesia spp., asumiendo que fue por la ausencia de garrapatas en el lugar, y por ello la poca
dispersion del microorganismo por la zona; asi como también en el trabajo de Salamanca-Carrefio
et al. (2018), en donde tampoco reportaron casos positivos de Babesia spp. mediante la prueba de
PCR en las Sabanas Inundables Araucanas-Colombia.

Tabla 10. Cuadro comparativo de los resultados para babesiosis entre las dos pruebas diagndsticas

(frotis y PCR).
Predios Animales muestreados | Frotis | % | PCR | %
Pequerio 19 0 0.00 0 0.00
Mediano 30 0 0.00 5 | 16.66
Grande 90 0 0.00 | 11 | 12.22
Total 139 0 0.00| 16 | 11.51

Dada la diferencia de proporcion que se obtuvo mediante el frotis sanguineo y el PCR, se

correlaciond6 ambas pruebas, mediante una tabla de contingencia, en donde se calculo la
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sensibilidad (Se), especificidad (Sp), valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo
(VPN), se evalu6 el Coeficiente de indice Kappa.

En latabla 16 se muestra que el frotis sanguineo no es apto para poder detectar y/o descartar
babesiosis del total de los animales enfermos, por lo tanto se encontr6 que no hay probabilidad de
realmente detectar la enfermedad mediante frotis sanguineo, sin embargo, hay un 11,51% de
probabilidad de descartarla, lo que indica que la prueba tiene la capacidad de mas bien descartar
la enfermedad, ello se corrobor6 con el valor del indice kappa, que dio un valor-p de 0, que basado
en los grados de asociacion (tabla 11) no hay concordancia en las pruebas, es decir, que, para
descartar la enfermedad, Unicamente se puede realizar mediante una prueba de PCR.

Tabla 11. Tabla de contingencia de asociacion de las pruebas diagndstica frotis sanguineo y PCR.

PCR
ARNOLLS Positivo | Negativo LS
Positivo 0 0 0
Negativo 16 123 139
TOTAL 16 123 139

9.4.1.1.Distribucion de los Resultados Positivos a Babesiosis (PCR), en Funcion de los
Factores de Riesgo

9.4.1.1.1. Proporcion por Predio

El valor-p obtenido mediante andlisis estadistico fue de 0,192<0,05, lo que significa que no hay
una variacion en la proporcion segun el tipo de finca, es decir, que no hay relacion entre el tipo de
finca con la presencia de la enfermedad, de manera que, la finca con mayor proporcion fue la
mediana (30 animales) con un 16,66% (5/30), mientras que en la finca grande (90 animales) se
encontrd una proporcién de 12,22% (11/90), sin embargo, en la pequefia (19 animales) no se

encontrd, tal como se detalla en la tabla 12.

94.1.1.2.

El valor-p obtenido fue 0,207>0,05, lo que significa que no hay diferencia significativa entre los

Proporcién por Edad

datos, es decir, que la babesiosis se puede presentar a cualquier edad, evidenciando en este trabajo
que la mayor proporcién de positivos fue de la C1 (0-9 meses), con un 26,47% (9/34), sin embargo,
también hubieron positivos en las C2 (10-18 meses) y C4 (19-36 meses), quienes tuvieron una
proporcion de 19,04% (4/21) y 4,68% (3/64), respectivamente (tabla 12); a diferencia del estudio
hecho por Jumbo (2018) en la Isla Santa Cruz-Galapagos, en donde encontré una proporcion

mayor en la categoria de menor edad, que fue de 0-6 meses (100%), seguido de la de 6-12 meses
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(91,67%); sin embargo, Guaman-Quinche et al. (2020) en su estudio hecho en el Canton Lago
Agrio-Sucumbios encontraron una proporcién mayor en animales de 12-24 meses con un 59,32%.
A diferencia de Arboleda (2019) quien realizd un estudio en el cantén Pedernales-Manabi, en
donde encontrd una proporcion mayor en animales de 37-72 meses de edad, con un 51,35%.
Mientras que en el cantén Santa Lucia- Guayas, Chavez (2021) encontrd una alta proporcién en
animales mayores a 72 meses de edad, con un 23,53%. De manera que estos trabajos reflejan que
la edad no es una predisposicién para que los bovinos puedan presentar la enfermedad, por lo que
se puede hacer presente en cualquier etapa de la vida.

Tabla 12. Analisis de los factores de riesgo asociados a la proporcion de Babesia spp.

Variable Total _ _Babesia Spp. Proporcion | Valor —p
Positivos | Negativos
Predio
Pequefio 19 0 19 0% 0.192
Mediano 30 5 25 16,66% :
Grande 90 11 79 12,22%
Edad
C1 34 9 25 26,47%
C2 21 4 17 19,04% 0,207
C3 20 0 20 0%
C4 64 3 61 4,68%
Sexo
Hembra 109 10 99 9,17% 0,348
Macho 30 6 24 20%
Subespecie
I 3 0 3 0% 0,528
IXT 136 16 120 8,08%
Condicion corporal
Mala 106 96 10 90,56% 0,261
Buena 33 31 2 93,93%
Garrapatas
Con 62 3 59 4,83% 0,094
Sin 77 13 64 16,88%

Por otro lado, para el andlisis de esta variable como factor de riesgo, la variable se
categorizo en: <3 afios y >3 afios y se analiz6 mediante una tabla 2x2, lo que reflejo que la edad
no es un factor de riesgo para presentar la enfermedad (RR=0,493; IC del 95% = 0,162-1,503,
valor-p=1,593). Mientras que, Bihonegn et al. (2015) en su estudio realizado en Etiopia,
encontraron asociaciones estadisticamente significativas, con un RR=4,756 y con un valor-p=

0,000, lo que significa que el factor edad es un factor de riesgo para la aparicion de la enfermedad.
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Tabla 13. Factores de riesgos asociados a la proporcion de Babesia spp.

Factor Total | RR | Limite inferior | Limite superior Valor-p
Edad
< 3 afios 75 | 0,493 0,162 1,503 1,593
> 3 afios 64
Sexo
Hembra 109 | 0,485 0,104 2,262 0,881
Macho 30
Subespecie
I 3 | 1,133 1,066 1,205 0,399
IxT 136
Condicion corporal
Buena 106 | 0,424 0,091 1,971 1,262
Mala 33
Garrapatas
Con 62 | 0,374 0,114 1,223 2,812
Sin 77

9.4.1.1.3. Proporcién por Sexo
El valor-p obtenido de esta variable fue de 0,348>0,05, lo que indica que no hay una variacién en
la proporcion segun el sexo, siendo la de mayor proporcion la variable macho, con un 20%,
mientras que la proporcion en las hembras fue de 9,17%, esto debido a que la cantidad de positivos
machos es alta en relacion a la cantidad de machos muestreados (6/30), a diferencia de los positivos
hembras que fueron 10/109 animales (tabla 12). Lo que concuerda con Jumbo (2018), quien, en su
estudio hecho en la Isla Santa Cruz-Galépagos, encontr6 una proporcion mayor en machos, con un
66,67%, mientras que en las hembras encontrd una proporcion menor, de un 22,78%. Asimismo,
en el Canton Lago Agrio-Sucumbios, la investigacion hecha por Guaman-Quinche et al. (2020)
encontraron una proporcién mayor en machos, con un 52,54%. Sin embargo, esto no concuerda
con el estudio realizado en el canton Pedernales-Manabi por Arboleda (2019), quien hall6 una
proporcion mayor en hembras, que fue de 93,07%, esto debido a que muestrearon mas hembras
que machos (430/462). Asi como también en la investigacion que realiz6 Chéavez (2021) en el
canton Santa Lucia-Guayas, en donde también encontré una proporcién mayor en hembras, con
un 17,02%. Estos resultados reflejan que los machos no son mas susceptibles que las hembras a
contraer la enfermedad, por lo que el sexo no es un predisponente para tener la enfermedad.

El factor sexo indica que hay menor asociacion entre el sexo y la enfermedad (RR = 0,485;
IC del 95% = 0,104-2,262, valor-p = 0,881), reflejando que el sexo no es factor de riesgo para

determinar la presencia de babesiosis bovina, del mismo modo, Arboleda (2019) en Pedernales-
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Manabi encontrd de que existe la probabilidad de que la enfermedad se presente en cualquier sexo
(RR =1.082; IC del 95% = 0,543-2,158, valor-p = 0,410). Mientras que, Bihonegn, et al. (2015)
en su estudio realizado en Etiopia, no encontraron ninguna asociacion estadisticamente
significativa, con un RR=0,112 y con un valor-p= 0,739, lo que significa que el sexo no es un
factor de riesgo para la aparicion de la enfermedad.

9.4.1.1.4. Proporcion por Subespecie

El valor-p obtenido de esta variable fue de 0.528>0,05, lo que refleja que no existe diferencia
significativa en las subespecies de ganado que se muestrearon, habiendo una proporcién de 8,08%
(16/136) en el cruce de Boss indicus x Boss taurus, no obstante, no hubo positivos en animales
Boss indicus (tabla 12). Ello concuerda con un trabajo realizado en el sector Sur de la provincia de
Zamora Chinchipe, por Ledn (2017), en donde halloé que la mayor proporcion de positivos es de la
raza mestiza, con un 78%, mientras que la de menor fue la de la raza Holstein, con un 63%. De
manera que la subespecie no es un predisponente para que el ganado tenga la enfermedad, ya que
pueden existir otros factores que puedan influenciar en la aparicion de la enfermedad.

El factor subespecie indica que no hay asociacién entre la variable y la enfermedad
(RR=1,133; IC del 95% 1,066-1,205, valor-p=0,399), ya que mostré un RR=1 lo que indica que
es un factor de proteccion y, por lo tanto, no es un factor de riesgo. En tanto que, en un estudio
realizado por Lan He, et al. (2021) aseveran que las razas Bos indicus tienen mayor resistencia a
la infestacion por garrapatas, lo que las hace menos propensas a padecer enfermedades
hemoparasitarias.
9.4.1.1.5. Proporcion en Funcién de la Condicion Corporal
El valor-p obtenido de esta variable fue de 0,489>0,05, lo que muestra que la condicién corporal
de los animales no varia en relacion a la proporcién de infeccion por Babesia spp, evidenciando
que la mayor proporcion en esta investigacion fue de la CC1.5, con un 25% (2/8), a diferencia de
la CC2, 2.5, 3, 3.5 y 4 quienes tuvieron una proporcion de 8%, 10%, 17,94%, 8,33% y 4%,
respectivamente (tabla 12). Ello tiene concordancia con lo reportado en una region del Caribe
Colombiano, por Calderén et al. (2016). quienes encontraron una mayor proporcion en animales
con una condicion corporal mala, con un 31,61%.

El factor condicién corporal indica que hay menor asociacion entre la variable y la
enfermedad (RR=0,424, IC del 95% = 0,091-1,971, valor-p=1,262), reflejando que no es un factor

de riesgo. Ello concuerda con lo reportado por Fesseha et al. (2022) en los distritos de Dasenech y
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Salamago-Sur de Etiopia, quienes encontraron que en la condicion corporal no hubo variacion
estadisticamente significativa (0,16<0,05), lo que significa que la condicion corporal no es un
factor de riesgo para la aparicion de la enfermedad. Sin embargo, esto difiere con lo reportado por
Bihonegn et al. (2015), quienes en su estudio realizado en Etiopia, encontraron asociaciones
estadisticamente significativas, con un RR=3,270 y con un valor-p= 0,000, reflejando que la
condicion corporal es un factor de riesgo para la aparicion de la enfermedad.

Por lo tanto, la diferencia de resultados se puede deber a la cantidad de animales
muestreados segun la condicion corporal en la que estén en ese momento, de manera que, a menor
condicion corporal, mayor susceptibilidad a la presentacion de la enfermedad debido a que los
animales se inmunodeprimen.
9.4.1.1.6. Proporcion en Funcién de la Presencia o Ausencia de Garrapatas
El valor-p obtenido de esta variable fue de 0,094>0,05, lo que muestra que la presencia o ausencia
de garrapatas en los animales no varia en relacion a la proporcion de infeccién por Babesia spp,
evidenciando una mayor proporcién en animales con ausencia de garrapatas, con un 16,88%
(13/77), mientras que en los animales que tuvieron presencia de garrapatas la proporcion fue de
4,83% (3/62) (tabla 12). Esto concuerda con el estudio realizado por Cortés, et al. (2010) en el
Altiplano Cundiboyacense-Colombia, en donde estudiaron 108 fincas, de las cuales en el 68,5%
(74/108) de las fincas no hubo la presencia de garrapatas, mientras que en el 31,5% (34/108) de
las fincas si encontraron la presencia de ellas.

El factor presencia o ausencia de garrapatas indica que hay menor asociacion entre la
variable y la enfermedad (RR=0,374, IC del 95% = 0,114-1,223, valor-p=2,812), reflejando que
no es un factor de riesgo para la enfermedad; hecho que concuerda con el estudio realizado por
Arboleda (2019) en Pedernales-Manabi, en donde encontr6 que hay menor asociacion entre la
presencia de garrapatas y la enfermedad (RR = 0,5264; IC del 95% = 0,2318-1,1953, p = 0,0578).

Por lo tanto, la poca asociacion entre la presencia o ausencia de las garrapatas con la
aparicion de la enfermedad, es probablemente debido a que, en las ganaderias estudiadas, los
propietarios siguen un control en la prevencion de los vectores.
9.4.1.2.Distribucion de los Resultados Positivos a Babesiosis (PCR), en Funcion de los Signos

Clinicos y Pruebas de Laboratorio
9.4.1.2.1. Proporcion en Funcion de la Temperatura

El valor-p obtenido fue de 0,316>0,05, lo que muestra que los valores de temperatura no varian en
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relacion a la infeccion por Babesia spp, es decir, no siempre que hay hipertermia, el animal tiene
la enfermedad, y viceversa, en donde se encontré una proporcion mayor en los animales con
temperatura normal, con un 12,06% (14/116), mientras que la proporcion de los animales con
hipertermia fue de 8,69% (2/23); hecho que concuerda con el estudio realizado por Arboleda
(2019) en el canton Pedernales-Manabi, quien también encontré una proporcién mayor en
animales con temperatura normal, con un 81,08%. Por lo tanto, la presencia de animales con
hipertermia no es un factor predisponente para la presentacion de la babesiosis, debido a que
también va a depender del estadio de la enfermedad, ya que en las etapas subclinicas no hay
manifestacion de signos clinicos (Radostis et al., 2016).

Tabla 14. Analisis de los signos clinicos y pruebas de laboratorio, asociados a la proporcion de

Babesia spp.
. Babesia spp. .
Variable Total Positivas | Negativas Proporcion | Valor —p
Temperatura
Normal 98 14 84 12,06% 0,316
Anormal 41 2 39 8,69%
Hematocrito
Normal 129 16 113 12,5% 0,236
Anormal 10 1 9 8,69%
Proteinas totales
Normal 42 5 37 11,90% 0,003 *
Anormal 97 11 86 11,34%

9.4.1.2.2. Proporcion en Funcién del Hematocrito
El valor-p obtenido de esta variable fue de 0,236>0,05, lo que indica que los valores de hematocrito
no son significativos, es decir, que la presencia de anemia en los animales no se correlaciona con
la babesiosis, por lo que se encontrd una proporcién mayor en los animales con un valor de
hematocrito normal, con un 12,5% (16/128), mientras que la proporcion de los animales con
anemia fue de 8,69% (1/11); hecho que concuerda con el estudio realizado por Arboleda (2019)
en el cantdn Pedernales-Manabi, quien también encontr en su estudio una proporcién mayor en
animales con un valor de hematocrito normal, que fue de 95,95%.

De manera que estos resultados reflejan que la presencia o no de anemia no es un factor
predisponente para la aparicion de la enfermedad, esto debido a la fase de presentacion en la que
esté el animal, asi como también del tipo de especie de Babesia spp, ya que, en casos agudos de

B. bovis, la parasitemia méxima es inferior al 1%, con un secuestro de eritrocitos infectados,

55



mientras que en las infecciones por B. bigemina, la parasitemia puede llegar de 10-30%, sin
embargo, no hay secuestro de eritrocitos infectados (OMSA, 2021).

9.4.1.2.3. Proporcion en Funcion de las Proteinas Totales

El valor-p obtenido fue de 0,003<0,05, lo que indica que la proporcién en funcién de los valores
de proteinas totales si son significativos para el diagnéstico de babesiosis, con una proporcién
mayor en los animales con un valor de proteinas totales normales, con un 11,90% (5/42), mientras
que los animales con hiperproteinemia tuvieron una proporcion menor de 11,34% (11/97); esto
concuerda con el estudio realizado en el canton Pedernales-Manabi por Arboleda (2019), quien
también encontrd una proporcion mayor en animales con un valor de proteinas totales normales,
con un 85,81%. Estos resultados se pueden relacionar con la asociacion de la hipoproteinemia con
la disponibilidad inadecuada de enzimas antioxidantes que conducen al estrés oxidativo de la
membrana de los eritrocitos, de manera que hay dafio oxidativo de los eritrocitos, jugando un papel
importante en la anemia hemolitica, a causa de la infeccién de hemoparasitos (Das et al., 2022).
9.4.1.3.Andlisis Multivariado

Este analisis se hizo con el fin de determinar si existe realmente una relacion entre la babesiosis y
alguna de las variables estudiadas, ello se detalla en la tabla 15.

Tabla 15. Regresion logistica binaria de las variables.

: Babesia spp. .
Variable Total Positivos | Negativos Proporcion | Valor —p

Edad

Cl 34 9 25 26,47%

C2 21 4 17 19,04% 0,341

C3 20 0 20 0%

C4 64 3 61 4,68%
Proteinas totales

Normal 42 5 37 11,90% 0,004 *

Anormal 97 11 86 11,34%

Estos resultaron muestran que las proteinas totales tienen una significancia entre los datos,
lo que indica que podria haber una relacion entre la presencia de Babesia spp. y los valores de
proteinas totales. No obstante, De Le6n y Rubio (2021), en su investigacion hecha en el
establecimiento rural “Maria Elena” en Uruguay, reportaron que no hubo diferencias significativas
entre los datos estudiados (hematocrito, temperatura, presencia o ausencia de garrapatas y
condicién corporal), lo que quiere decir que de las variables que estudiaron, ninguna tiene relacion

con la presencia de babesiosis. Asimismo, Mastropaolo (2014), report6 en su estudio realizado en
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el sudoeste del Chaco-Argentina, tampoco encontrd significancia entre los datos estudiados (otro
ganado, forraje y bafio), en relacién a la enfermedad.
9.3.3. Distribucién y Analisis de los Resultados para Tripanosomosis
Del total de los animales muestreados, se encontr6 un 0,72% (1/139) de positivos a la técnica de
Woo, estos resultados también se asemejan con los reportados por Caiza (2021) en la provincia de
Santo Domingo, en donde encontraron un 0,74% (1/135) de caso positivo mediante el uso de esta
técnica, mientras que en la provincia de Napo encontraron un 19,57% (9/46) de positivos, a
diferencia de las provincias de Esmeraldas y Manabi que no encontraron ningun positivo.
Mientras que, en la prueba de frotis sanguineo no se hall6é ningln positivo, esto difiere un
poco con lo reportado por Caiza (2021) en la provincia de Napo, en donde encontr6é un 17,39%
(8/46) de casos positivos mediante frotis sanguineo, a diferencia de las otras tres provincias que
también muestred, en donde no encontrd ningin positivo utilizando esta prueba. Y, en lo que
concierne a la prueba de PCR, no se pudo realizar por no contar con los reactivos para realizarla.
Tabla 16. Cuadro comparativo de los resultados para tripanosomosis entre las dos pruebas

diagnosticas (frotis y técnica de Woo0).

Animales muestreados | Frotis | % Técnica de Woo %
19 0 0 0 0
30 0 0 0 0
90 0 0 1 1.11
139 0 0 1 0.72

9.3.4. Correlacion entre la Proporcion Encontrada y los Valores de Temperatura,
Hematocrito y Proteinas Totales
Las variables temperatura, hematocrito y proteinas totales se analizaron mediante el método
correlacion de Pearson bilateral (tabla 17), donde se obtuvo que la temperatura y hematocrito
tuvieron un valor-p = 0,496 (> 0,05), lo que indica que la presencia de anemia en un animal, no
determina la presencia de hipertermia, asimismo, la temperatura y proteinas totales no tienen
correlacion, dado que el valor-p = 0,171 (>0,05), por lo tanto no hay significancia en estas dos
variables, contrario a los valores de hematocrito y proteinas totales, donde se obtuvo un valor-p =
0,001 (>0,05), lo que indica que la presencia de anemia, si esta correlacionada con los valores altos
de proteinas totales. Estos datos concuerdan con la literatura propuesta por Sirois (2020), que
indica que en pacientes deshidratados se observa aumento de los valores de hematocrito y proteinas

totales. Estos datos, difieren con Arboleda (2019) en su estudio realizado en Pedernales-Manabi,
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en donde encontrd que no existe diferencia significativa entre los animales que tuvieran un rango
normal o no, en cuanto a los valores de hematocrito, proteinas totales y temperatura.

Tabla 17. Anélisis de correlacion de las variables temperatura, hematocrito y proteinas totales.

Variables valor-p
Temperatura; hematocrito 0,496
Temperatura; proteinas totales 0,171
Hematocrito; proteinas totales 0,001 *

9.4. Coinfeccion de Hemoparasitos

La tabla 18 muestra los porcentajes de coinfecciones por hemoparasitos que se encontraron en 1os
predios; 0,72% (1/139) de Anaplasma spp., y Trypanosoma spp., 11,51% (16/139) de Anaplasma
spp., y Babesia spp.; sin embargo, no se encontré coinfecciones entre Anaplasma spp.,
Trypanosoma spp., y Babesia spp., ni entre Trypanosoma spp., y Babesia spp.

Tabla 18. Coinfecciones de hemoparésitos.

Anaplasmosis | Babesiosis | Tripanosomosis | Nimero | Proporcion
+ - + 1 0,72%
+ + - 16 11,51%
- - - 0 0%

A diferencia de los resultados obtenidos en este estudio sobre las coinfecciones entre
Anaplasma spp. y Trypanosoma spp., en la provincia de Pastaza-Ecuador, Medina-Naranjo et al.
(2017) también reportaron coinfecciones de A. marginale y Trypanosoma spp., pero en un
porcentaje mayor que fue 20,69% (12/58), mientras que no hubo coinfeccion con Babesia spp.
debido a que ningin animal resultd positivo a la enfermedad; mientras que en el cantdén Santa
Lucia-Guayas se reporto una coinfeccion de ambos hemoparasitos de un 7%, por Chavez (2021).

Los resultados obtenidos en este estudio sobre la coinfeccion entre Anaplasma spp. y Babesia
spp. difieren un poco en relacion a los reportados por Guaman-Quinche et al. (2020) en la
Comunidad Cocha del Betano-Ecuador, quienes encontraron un 22,03% de coinfeccién entre
ambos hemoparasitos, mientras que Chavez (2021) en su trabajo de investigacion reportd una
coinfeccion de 15% en el canton Santa Lucia-Guayas.

9.5. Discusion General

Las enfermedades hemoparasitarias estan alcanzando una amplia distribucion a nivel nacional,
siendo la anaplasmosis la de mayor presentacion que cursa mayormente como enfermedad
subclinica persistente y tiene interacciones con otros hemoparasitos.

Para el diagnostico primario de los hemoparésitos se utilizo el examen de microscopia de
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frotis sanguineo corroborando gque no detecta todas las infecciones, por lo que su principal utilidad
es la confirmacion de casos clinicos. La determinacion de la proporcion puntual de la presencia de
A. marginale y Babesia spp. se realiz6 mediante la prueba PCR, la cual revel6 una alta proporcion
de A. marginale, en los tres predios y en no tan alta de Babesia spp. solo en los bovinos de los
predios mediano y grande. Ademas, se encontrd un 11,51% de coinfecciones entre A. marginale y
Babesia spp.

Estos resultados son novedosos para el canton Santa Ana, donde si habia diagnéstico
clinicamente de hemoparasitosis, no se habian realizado investigaciones que establecieran cuales
son los hemoparasitos que se presentan mas frecuentemente. La importancia de este resultado
radica en que, a pesar de que los signos clinicos son parecidos, el tratamiento es diferente y se debe
difundir esto para advertir a la comunidad ganadera sobre la necesidad de realizar el diagnostico
de laboratorio en todos los casos.

En el caso de tripanosomosis se realizo la técnica de Woo, quien tiene mejor sensibilidad
que la técnica de microscopia mediante la cual se detectdé una muy baja parasitemia en un animal.
Esto indica que Trypanosoma spp. esta presente y para determinar la proporcion es necesario
realizar una investigacion de este ganado mediante la técnica PCR que tiene una mayor
sensibilidad y es la que est4 indicada por la OMSA para determinar la ausencia de infeccion.

Conocer la asociacion de factores de riesgo o signos clinicos con la proporcion de las
enfermedades hemoparasitarias podria utilizarse para el diagnéstico primario, no obstante, en este
trabajo no se encontré asociacion entre los factores de riesgo investigados con ningun signo
clinico, lo cual dificulta la prevencion y control de estas enfermedades. En el caso de la edad, no
se encontrd relacion entre esta variable y la presencia de Anaplasma spp, es decir, los bovinos son
susceptibles a cualquier edad de presentar la enfermedad, incluidos los terneros recién nacidos.
Atif et al. (2021) reportaron una transmision transplacentaria de A. marginale en terneros mestizos
recién nacidos de 31%, lo cual coincide con los resultados tabulados en la tabla 6, en donde 29/35
animales de 1-9 meses de edad fueron positivos a la enfermedad, incluido un ternero lactante de 2
dias nacido dio positivo al PCR de A. marginale, sin embargo, el riesgo creciente de la enfermedad
clinica se observa en animales mayores a 3 afios (Radostis et al., 2006), ya que, durante el primer
afio de vida, los becerros cuentan con una inmunidad pasiva transferida desde la madre, que
perdura aproximadamente hasta los 9 meses de edad y posteriormente a esta edad el animal

desarrolla una inmunidad adquirida condicionada por la constante inoculacién de los
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hemoparasitos (Torres et al. 2021). Sin embargo, se encontrd asociacion entre el aumento en las
proteinas totales y la presencia de A. marginale y Babesia spp., que se ha relacionado con las
alteraciones hematobioquimicos encadenadas por el estrés oxidativo, producto de la
eritrofagocitosis. Este parametro sérico podria indicar indirectamente la presencia de alguna

infeccion hemoparasitaria.
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CAPITULO V

X. CONCLUSIONES
Anaplasma marginale fue el hemoparasito mas frecuente y se encontr6 una proporcion de
91,37% de los tres predios investigados.
Babesia spp. se encuentra presente en los predios mediano y grande, con una proporcion
de 16,66% y 12,22%, respectivamente.
Para Trypanosoma spp. los resultados no son concluyentes ya que no se presentaron
animales con signos clinicos compatibles que pudieran ser confirmados mediante las
técnicas de diagnostico convencionales empleadas.
No se encontr6 asociacion entre la edad, sexo, subespecie y la condicion corporal con la
presencia de las infecciones por hemotropicos.
Existe una elevacion de las proteinas totales sericas relacionada con la presencia de

Anaplasma marginale y Babesia spp., en las tres poblaciones de bovinos investigadas.
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Xl.  RECOMENDACIONES
Determinar la proporcion de Trypanosoma spp., utilizando la técnica PCR en los predios
estudiados y su asociacion con los factores de riesgos y los signos clinicos relacionados.
Estudiar la asociacion de alteraciones hematobioquimicas al estrés oxidativo en las
enfermedades hemoparasitarias.
Determinar la proporcion de los tres hemoparasitos en todos los cantones de la provincia de
Manabi.
Realizar investigaciones sobre la identificacion de otras especies de garrapatas que infestan al
ganado y vectores que rodean el hato, como el Stomoxys spp., y detectar la presencia

Anaplasma spp., Babesia spp., y Trypanosoma spp., mediante técnicas moleculares.
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ANEXOS

Anexo A. Formato de la Encuesta de Explotacion (UPA)

UNIVERSIDAD TECNICA DE MANABI
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

ENCUESTA DE EXPLOTACION (UPA)
1. IDENTIFICACION Y LOCALIZACION DE LA EXPLOTACION

No. Encuesta: Coordenadas GPS:

Fecha (dd/mm/aaaa): /20

Nombre del encuestador:

Nombre del Propietario: Telf./Cel:

Usted es el duefio de los animales: Si: O No: O Quién es el duefio:

Provincia: Canton:

Parroquia: Localidad:

Nombre de la persona encuestada: Edad:
Cargo o actividad: Telf./Cel:

Meédico veterinario responsable de la explotacion:
2. DATOS GENERALES DE LA EXPLOTACION

Superficie total (ha): Superficie de pastos (ha):
¢QuE tipo de pastos se cultiva en la finca para la alimentacién del ganado
bovino?:

¢Realiza rotacion de potreros?:  Si: 0 No: O Cuantas veces al afio:

Tipo de produccién: Leche: O Carne: O Mixta: O

¢Cudntos litros de leche produce: promedio por finca/dia: promedio por vaca/dia:

costo de litro de leche

¢Cual es el peso de bovinos de engorde finalizacién? edad costo de Kg en pie

Inventario de bovinos:

Terneros: Vacas: Toros:

Inventario de otros animales:

Gallinas: _ Owejas: Cabras: Cerdos: Perros:
Gatos: _ Caballos: Camélidos: Mulares: Otros:

¢Cuales son sus necesidades o preocupaciones en cuanto al manejo animal? (enfermedades, falta de agua,
falta de alimento, entre otras)?

¢Cudles son las principales enfermedades que presentan sus animales?

Separan animales enfermos y medicados: Si:O No: O
¢ Qué vacunas aplica a su ganado bovino?: Frecuencia:
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3. HEMOTROPICOS
¢Moviliza animales fuera de la hacienda? Si: O No: O Frecuencia (veces por afio):

¢Cual es el destino de los animales movilizados?:
¢Los animales de reemplazo o nuevos animales que ingresan a la finca de donde provienen?

Fincas vecinas O Ferias O Otros (especifique)

Para la aplicacion de vacunas u otros medicamentos cambian de aguja

Si: O No: O ¢Con qué frecuencia?

¢Conoce usted qué es la?

Anaplasmosis: Si: 0 No: O Babesiosis: Si: O No: O Trypanosomosis: Si: O No: O
¢Existe en la finca?:

Anaplasmosis: Si: O  No: O Babesiosis: Si: O No: O Trypanosomosis: Si: O  No: O
¢Conoce cdmo se transmite la Anaplasmosis?: Si: O Especifique: No: O
¢Conoce cdmo se transmite la Babesiosis?:  Si: O Especifique: No: O
¢Conoce como se transmite la Trypanosomosis?: Si: O Especifique: No: O
¢Qué tratamiento aplica a los animales para el control de Anaplasmosis, Babesiosis y Trypanosomosis?
Tratamiento: Frecuencia:

SINTOMATOLOGIA

En el Gltimo afio ha habido animales con temperatura alta:  Si: @  No: O Cuéntos:

Su ganado ha presentado orina con sangre: Si:Od0 No:O Cuantos:

Su ganado ha presentado temblores musculares, tambaleo:  Si;: O No: O Cuantos:

En el Gltimo afio hubo muertes subitas de animales Si:O No:O Cuéantos:
SITUACION ECTOPARASITOS

¢Ha notado la presencia de alguno de estos ectoparasitos?

Garrapatas: O Piojos: O Tabanos: O Otros:

¢A qué edad del ganado se presentan con mayor frecuencia las garrapatas?

0-6 meses: O 6-12 meses: O Mayores de 12 meses: O Cualquier edad: O

Zona del cuerpo en donde se ubican con mayor frecuencia las garrapatas:
En qué mes o meses del afio se presentan con mayor frecuencia brotes de garrapatas

Ene: O Feb: O Mar: O Abr: O May: O Jun: O
Jul: O Ago: O Sep: O Oct: O Nov: O Dic: O
¢Qué tipo de antiparasitario utiliza para garrapatas?

Tipo: Cantidad: Frecuencia: Administracion:

En qué mes o meses del afio se presentan con mas frecuencia los tdbanos

Ene: O Feb: O Mar: O Abr: O May: O Jun: O
Jul: O Ago: O Sep: O Oct: O Nov: O Dic: O
¢Qué tratamiento aplica a los animales para el control de Tabanos y otras moscas?

Tratamiento: Frecuencia:
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ANEXO B. Formato del Registro de Muestreo en Bovinos.

UNIVERSIDAD TECNICA DE MANABI
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

REGISTRO DE MUESTREO EN BOVINOS

. Camal Nombre del lugar: |N° Hoja
Fecha: - - -
Predio Nombre del propietario:
Provincia: |Cant6n: |Parroquia:
DATOS GENERALES ASPECTO REPRODUCTIVO TRYPANOSOMA

Cadigo Ne Sexo| Edad CC |Temp.| N° |Fechault.|Fechaprox| N° Fecha ult. Falta L . Tratamiento

L . Ne arete Nombre Raza Garrapatas|Renguer: .| Ictericia| Hematuria|

Unico | registro M/H [meses 1-5| oc |Partos| parto parto  |Abortos| aborto Apetito Interno [Externo
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ANEXO C.

Formato de la Hoja de Registro para Frotis Sanguineo.

UNIVERSIDAD TECNICA DE MANABI
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

HOJA DE REGISTRO PARA FROTIS SANGUINEO

Fecha: Especie animal:
Provincia: N° de muestra:
Cantén N° de negativos:
Hacienda: N° de positivos:
Caodigo Resultado Cadigo Resultado Cadigo Resultado
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ANEXO D. Base de datos de los animales muestreados.

o 0| o
_ el | |olalels| 58S
= = c

A0 AR IR AT I
3 ;I N El EI E' EI N EI n " gl ',EI fﬁ’l % '% 3 % %
. a olele)d GI LD)| 6| GI

a] (el Na

1(2809-1| Poza Honda | H | 72 | 4 | | 3137524187 1 o(170|j0(01]0O0
212810-1| Poza Honda | H | 36 | 3 | | 4|38 |30|76] 1 020|001} 0O0
3(2811-1|Poza Honda | H | 72 | 4 |IXT| 3| 37 |2417,2| 0 o(170j0(1211]0
4|2812-1| Poza_ Honda | M | 60 | 4 |IXT| 4 |378|23|7,7| 1 o(1(0(0(01|0
5(2813-1| Poza Honda | H | 48 | 4 |IXT| 2 |376|28| 9 | 1 0(2(0j0(11|0
6|2814-1| Poza Honda | H | 60 | 4 |IXT| 2 [37,2|308,3| 0 0o(3(0j0]1]|0
712815-1| Poza Honda | H | 60 | 4 |IXT| 2 |376|35|8,1]| 1 o(1(0(0(01|0
8|2816-1| Poza Honda| M | 48 | 4 |IXT| 4 |388|37| 8 | 1 o(170j0(01]0
9|2817-1|Poza Honda| M| 15 | 2 |IXT |35(|37,9|35(6,7| 1 010000
10|2818-1| Poza Honda | H | 38 | 4 |IXT| 4 |385|32(7,7| 1 o(170j0(0]0O0
11]2819-1| Poza Honda | H | 15 | 2 |IXT| 4 |38,6|32 (82| 1 o(170j0(121]0
1212820-1| Poza Honda | H | 15 | 2 | | 4 1397134172 1 o(1;0j0(1211]0
1312821-1|Poza Honda| H| 6 | 1 [IXT| 4| 38 |40|7.4| 1 0j0|0|O0O]|O0O]|O
14|2822-1 | Poza_ Honda | M| 6 | 1 |IXT| 4 |392|29]| 9 | 1 o(1(0(0(01|0
15|2823-1| Poza_ Honda| H| 8 | 1 |IXT| 3 |389|28|6,8| 0 o(ojojoj1|o0
16 |2824-1| Poza Honda| M| 5 | 1 |IXT| 3 |38,3|22|6,6| 0 o(ojojojo|o
17|2825-1| Poza Honda | H | 6 | 1 |IXT| 2 |39,3|33(6,2| 1 o(ojojoj1|o0
18| 2826-1 | Poza Honda | M | 72 | 4 |IXT| 4 |38,3|30(7,8| 0 0(3]0j0|0]0O0
19| 2827-1 | Poza Honda | M | 60 | 4 |IXT| 4 [38,1133(82]| 1 o(170j0(01]0
201 1966-1| Visquije H| 11 | 2 |IXT| 4 {395|34(72]| 1 olO0O]0]O0O|O0]O0
21]1967-1| Visquije H| 36 | 3 |IXT|35(394|34(74]| 1 11000010
2211968-1| Visquije H| 36 |3 |IxXT| 3(394|31|72]| 1 110[0|0|0]|0O0
23(1969-1| Visquije H| 36 | 3|IxT|35]| 39 |38|83]| 1 o0/0|0]0O]O0]|O
2411970-1| Visquije H| 36 |3 |IxT|35|393|25|69]| 1 1/0]0|0]0]O0
25(1971-1| Visquije H| 72 | 4 |IXT| 3|38 (28|71 1 11001 0|0]|0O0
2611972-1| Visquije H| 9 |4 |IXT|25|387|32|75]| 1 1/0|0|0|0]O
2711973-1| Visquije H| 11 | 2 |IXT| 3| 39 | 48|65/ 1 ol0|0O0]jO0]O0]|O
28|1974-1| Visquije H| 84 | 4 |IXT|35(392|34(73]| 1 110]0(0]0]|O0
29(1975-1| Visquije H| 48 | 4 |IXT| 3 |382|35|6,8| 1 oll1]0]012]0
301976-1| Visquije H| 36 |3 |IXT| 4(388|41(76]| 1 111]1]0(0]0]|O0
311977-1| Visquije H| 11 | 2 [IXT| 3 {383|34| 7 | 1 olO0O]0]0|12]0
321978-1| Visquije H| 24 |3 |IxT| 4|388|50|7,3| 1 0/0|0]0O]|O0O]|O
33/1979-1| Visquije H| 60 |4 |IxT|25]| 39 |28|6,8| 1 o/1]0]0]0]|O0
3411980-1| Visquije H| 60 | 4 |IXT| 3 |387|25|75]| 1 ol1|]0j0|0]|0O
35(1981-1| Visquije H|108 | 4 |IXT|25|384|36|7,7| 1 ol0|0O0]jO0]O0]|O
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36| 1982-1| Visquije H| 10 | 2 |IXT| 3 |387|30|71| 1 1/0|0|0|0]O
37/1983-1| Visquije H| 36 | 3 |IxT|35|383|28(6,8| 0 o/1]0]0]0]|O0
381984-1| Visquije H| 12 | 2 [IXT| 3|39 |24| 7 |1 110]0(0]0]|O0
391985-1| Visquije H| 36 | 3|IxT|25|385|38|71| 1 111101000
401986-1| Visquije H| 24 | 3 |IXT|25|385|26(79]| 1 1100|0010
411987-1| Visquije H| 24 | 3 |IXT| 4 (388|32(72]| 1 olO0O]0]O0O|O0]O0
421988-1| Visquije M| 24 | 3 |IXT| 4392|4476/ 1 o/1]0]0]|0]|O0
431989-1| Visquije H| 24 |3 |IxT| 4|39 |34|72]| 1 o0/0|0]0O0]|O0O]|O
441990-1| Visquije H| 36 |3 |IXT|4|389|45|71| 0 ol0|J]0j0|0]|O
45|1991-1| Visquije H| 37 | 4 |IXT| 4|39 43|68/ 1 ol0|J0j0O|0]|O
46| 1992-1| Visquije H| 72 | 4 |IXT|35|384|32|71| 1 ol0|0O0]jO0]O0]|O
4711993-1| Visquije H| 11 | 2 |IXT[35]393|33|91]| 1 ol0|0]jO0]O0]|O
481994-1| Visquije H| 11 | 2 |IxT| 4 |396|28|96]| 1 0/0|0]0]O0]|O
491995-1| Visquije H| 11 | 2 |IXT| 4 |398|28(83]| 1 olO0O]0]O0O|O0]O0
501996-1| Visquije H| 72| 4 |IXT|35]| 39 |28(81] 1 0l2]0]0|0]O0
511907-1| Visquije H| 6 1 [IxT|{25/40,3|28|7,9| 1 olO0O]0]O0O|O0]O
52|1908-1| Visquije M| 6 | 1]IxT|35[393|27|84] 1 o0/0|0]0O]O0]|O
53/1909-1| Visquije H|{ 4 |1 |IXT|31(392|32|81|1 o0/0|0]0O]O0]|O
54|1910-1| Visquije H| 10 | 2 |IXT| 4 |398|33|92]| 1 ol0|J0j0O|1]0O0
55|1911-1| Visquije H|132| 4 |IXT|15|398|30(8,3| 1 0l2|0j0|0]|0O0
56| 1912-1| Visquije M| 3 | 1|IxT|25|386|24|8 |1 ol0|0O]O0O]1]|0
57|1913-1| Visquije H| 10 | 2 |IXT| 3 |388|35| 9 | 1 ol0|0O]O0O]1]|0
5g|1914-1| Visquije M| 3 1 [IXT| 2|39 |27/83| 1 olO0O]0]O0O|O0]O0
59 |1915-1| Visquije H| 6 1 [IxT|25/39,3|26(8,3| 0 olO0O]0]O0O|O0]O0
60| 1916-1| Visquije H| 4 1 |IXT|{25|385|37|7,7| 1 olO0O]0]O0O|O0]O0
61]1917-1| Visquije H| 6 1 |IXT| 3389|3179 1 olO0O]0]O0O|O0]O0
62|1918-1| Visquije H| 5 1 [IxT|{25|389|33|85]| 1 olO0O]0]O0O|O0]O
63]1919-1| Visquije H| 3 1[IXT| 2|39 |32/86] 1 olO0O]0]O0O|O0]O
64|1920-1| Visquije H| 7 | 1]|IXT|15] 39 [37|92]| 1 ol0]J0j0O|1]0O0
65|1921-1| Visquije M| 3 | 1]IXT| 2|393|24(88] 1 ol0|J]0j0O|O0]|O
66| 1922-1| Visquije M| 8 | 1|IxT|25(396|32(88] 1 0/0|0]0]0]|O
6711923-1| Visquije H| 5 | 1]IxT|25|393|33|85]| 1 ol0|0]jO0]0O]|O
68|1924-1| Visquije M| 5 | 1]|IxT| 2394|3088/ 1 0/0|0]0]O0]|O
69| 1925-1| Visquije M| 3 | 1|IxT| 3393|3687 1 0/0]0]0]1]|0
7011926-1| Visquije H| 4 1 |IxT|{15/396|33|7,9| 1 olO0O]0]O0O|O0]O0
7111927-1| Visquije M| 4 1 |IXT| 3 |388|28|85| 0 olO0O]0]0O|12]0
7211928-1| Visquije M| 5 | 1]IXT| 3(395|33|85] 1 0/0|0]0O]|O0O]|O
7311929-1| Visquije M| 5 | 1]IXT| 2388|3493 1 0/0|0]0O]|O0O]|O
7411930-1| Visquije H| 5 | 1]|IXT|2]|397|27|87]| 1 ol1|]0j0|1]0
7511931-1| Visquije M| 1 | 1]IXT|2|397|37|85] 1 ol0]J0j0O|1]0O0
7611932-1| Visquije H 050 1 |IXT| 2 |395|36|88]| 1 ol0|0O0]O0]1]|0
7711933-1| Visquije M| 5 | 1]IXT| 2|395/37|85] 1 ol0|0]j0O0]O0]|O
7811934-1| Visquije H| 9 | 4 |IxT|25|38,7|29|78]| 1 0/3]0]0]1]|0

76




7911935-1| Visquije H|156 | 4 |IXT|25|385|35|79]| 1 oll1(0j0]0]|0O
80| 1936-1| Visquije H| 48 | 4 |IXT|25|388|41(83]| 1 oll1(0j0]0]|0O
811937-1| Visquije H| 72| 4 |IXT|25(391|30(8,3]| 1 oll1]0]0|0]O0
821938-1| Visquije H| 48 | 4 |IXT| 3| 38 [34(78]| 1 oll1]0]0|0]O0
831939-1| Visquije H| 72| 4 |IXT|25| 38 |36|7,8| 1 oll]0]0|1]0
841940-1| Visquije H| 60 |4 |IXT| 3[394|34|85]| 1 oll1]0]0|0]O0
851941-1| Visquije H| 60 |4 |IXT| 2|393|20|95]| 1 o/l1]0]0]1]|0
86 |1942-1| Visquije H| 9 | 4 |IxT|25[391/34| 81| 1 0/l2|0]0]0]|O0
871943-1| Visquije H|120 | 4 |IXT| 2 |397|37|85]| 1 ol1|]0j0|1]|0
8g|1944-1| Visquije H| 8 | 4 |IxT| 3 |384|39|88]| 1 ol1|]0j0|0]|0O
89| 1945-1| Visquije H| 8 | 4 |IXT| 3 |389|34|86/| 1 oll1(0j0]0]|0O
90 |1946-1| Visquije H| 60 |4 |IXT| 3|39 |33|84]| 1 o/1]0]0]1]|0
911947-1| Visquije M| 60 | 4 |IXT| 4| 39 |34(83]| 1 0/0|0]0]O0]|O
921948-1| Visquije H| 72 | 4 |IXT| 3 (40,2|34| 8 | 1 olO0O]0]O0O|O0]O0
931949-1| Visquije H| 60| 4 |IXT|25|385|31(89]| 1 olO0O]0]O0O|O0]O
94|1950-1| Visquije H| 9 | 4 |IxT| 3(395|27|86]| 1 o/1]0]0]1]|0
95|1951-1| Visquije H| 9 | 4 |IxT|25| 38 |26|65]| 1 o0/0|0]0O]O0]|O
96 |1952-1| Visquije H|108 | 4 |IxT|25|38,7|31|83]| 1 o/1]0]0]0]|O
971953-1| Visquije H|108 | 4 |IXT 253873276/ 1 ol1|]0j0|0]|0O
9g1954-1| Visquije H| 8 | 4 |IXT| 3 |387|26| 8| 1 ol0|J0j0O|O0]|O
99| 1955-1| Visquije H| 60 | 4 |IXT| 3 |387|35|85]| 1 oll1(0j0]0]|0O
100 | 1956-1| Visquije H| 60 | 4 |IXT| 3|387|34| 8] 1 oll1(0j0]0]|0O
101 | 1957-1| Visquije H| 60 | 4 |IXT| 3|398|28| 8] 1 ol1(0j0|1]|0
102 | 1958-1| Visquije H| 84 | 4 |IXT| 2|379|35(84]| 1 oll1]0]0|0]O0
103|1959-1| Visquije H| 9 |4 |IXT| 3[379(/39(86]| 1 oll1]0]0|0]O0
104 | 1960-1| Visquije H| 72| 4 |IXT| 3(388|31|75]| 1 oll1]0]0|0]O0
105|1961-1| Visquije H| 72| 4 |IXT| 3(388|37(81]| 1 oll1]0]0|0]O0
106 | 1962-1| Visquije H| 36 | 3 |IXT| 3[385|36(76]| 1 olO0O]0]O0O|O0]O
107 | 1963-1| Visquije H| 36 |3 |IXT|3|367|30|75]| 1 ol0]J0j0O|O0]|O
108 |1964-1| Visquije H| 48 | 4 |IXT| 4 |387|29|75]| 1 ol1|]0j0|0]|0O
109 | 1965-1| Visquije H| 36 |3 |IxT|25|387|33|8,1| 1 ol0|0]jO0]O0]|O
110 |1877-1 Bonce H| 60 | 4 |IXT|15|379|25|7,7| 1 ol2(0j0]1]|0
111 |1878-1 Bonce H|156 | 4 |IXT|15|376|25|7.8] 1 ol1(01|1|1
112 | 1879-1 Bonce H| 72| 4 |IXT|25|378|35(88]| 1 oll1]0]j]0|0]|O0
113 | 1880-1 Bonce H|108| 4 |IXT| 2 |379|28|75]| 1 olO0O]0]O0O|O0]O0
114 | 1881-1 Bonce H| 72| 4 |IXT|25|375|31(84]| 1 olO0O]0]O0O|O0]O
115 | 1882-1 Bonce H |144| 4 |IXT|15(383|30(8,2| 0 oll1]0]0|0]O0
116 | 1883-1 Bonce M| 6 1 [IXT|{25| 39 |40|75]| 0 olO0O]0]0O|121]0
117 | 1884-1 Bonce M| 12 | 2 |IXT|25|383|30(8,2]| 1 o|/1|1]0]0]|0
118 | 1885-1 Bonce M| 12 | 2 |IXT|25|386|36|7,1| O 0/0|0]0]0]|O0
119 | 1886-1 Bonce M 1]IxT| 2 384|22/6,7| 1 ol0|0]j0O0]O0]|O
120 | 1887-1 Bonce M 1]IXT| 2399|1566/ 1 ol2(0j0]1]|0
121 | 1888-1 Bonce M 1 [IXT| 2|39 |20(6,8| 1 oll1]0]j021]0
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122 | 1889-1 Bonce M| 36 | 3 |IXT|35] 39 [37(89] 1 ol2(0j0]0]|0O
123 | 1890-1 Bonce H| 60 | 4 |IXT| 4 |379|40|88]| 1 ol0|0]jO0]O0]|O
124 | 1891-1 Bonce H| 18 | 2 |IXT| 2| 38 |28(8,1]| 1 o/1]0]0|1)|0
125 | 1892-1 Bonce H| 18 | 2 |IXT| 2(389|33(8,1]| 1 111]0(0]1]0
126 | 1893-1 Bonce H| 24 | 3 |IXT| 3(385|37(76]| 1 olO0O]0]O0O|O0]O
1271 1894-1 Bonce H| 72| 4 |IXT| 2(383|32(84]| 1 olO0O]0]O0O|O0]O0
128 | 1895-1 Bonce H|120| 4 |IXT| 3 |374|33(89] 1 111]0(0]1]0
129 | 1896-1 Bonce H| 72| 4 |IXT|35|384|38(89]| 1 olO0O]0]O0O|O0]O
130 | 1897-1 Bonce H|108| 4 |IXT|15(381|24 (85| 1 ol0O]0]JO0O|O0]O0
131 1898-1 Bonce H| 36 | 3 |IXT|25(383|34(82]| 1 ol0O]0]JO0O|O0]O0
132 | 1899-1 Bonce H| 7 | 1|IXT| 3|39 |35|74]| 1 ol0|0O0]jO0]O0]|O
133 | 1900-1 Bonce H| 12 | 2 |IXT| 3389|3774/ 1 ol0|0]jO0]O0]|O
134 | 1901-1 Bonce M| 12 | 2 |IXT| 4 |388|40|79]| 1 1/0]0]0]0]O0
135 | 1902-1 Bonce M| 12 | 2 |IXT| 3 387|357 | 1 110]0(0]0]|O0
136 | 1903-1 Bonce H| 12 | 2 |IXT|25|389|35(84]| 1 oll1]0]j]0|0]O
1371 1904-1 Bonce H| 72| 4 |IXT| 2 |373|33(89]| 1 olO0O]0]O0O|O0]O
138 | 1905-1 Bonce H| 8 | 4 |IXT|15|386|30(89]| 1 oll]0]0|0]O0
139 | 1906-1 Bonce H|216| 4 |IXT| 2 [389|29|85]| 1 110012010
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ANEXO E. Evidencias del trabajo de campo
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ANEXO F. Evidencias del trabajo de laboratorio
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