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RESUMEN.
Las hemoparasitosis en bovinos son enfermedades que generan graves pérdidas al ganadero
por las sensibles bajas productivas, merma del desarrollo, y los tratamientos costosos asociadas
a las mismas, el Ecuador por su ubicacién geografica es un nicho endémico de los vectores que
albergan estos hemoparasitos, en las zonas amazonicas y costeras, se evidencia la presencia de
garrapatas, pero el cambio climatico ha generado también la presencia de estos artropodos en
zonas subtropicales altas como es la zona de Santa Isabel donde se desarrolla este estudio. El
presente trabajo corresponde a un estudio de tipo transversal descriptivo prospectivo, que
pretende establecer la prevalencia de Anaplasma marginale en el canton Santa Isabel de la
Provincia del Azuay, mediante el analisis seroldgico con la técnica de ELISA competitivo. Para
este estudio se recolecto 188 muestras de bovinos sin discriminar sexo, raza, edad y tipo de
explotacion. Los resultados de esta investigacion arrojaron un 53% (100/188) de muestras
positivas para Anaplasma marginale; mientras que el 47% (88/188) fueron negativas. Segun
estudios realizados en el pais, la prevalencia de Anaplasma marginale mediante técnicas de
laboratorio van desde el 7% al 80%, incluido estudios realizados fuera del pais, la prevalencia
se ajusta entre las cifras descritas por otros autores, tomando en cuenta la edad de los animales

en estudio, a mayor edad, mayor seré la susceptibilidad.



ABSTRACT.
Hemoparasitosis in bovines are diseases that cause serious losses to the farmer due to the
sensitive low production, reduced development, and the costly treatments associated with them.
Ecuador, due to its geographical location, is an endemic niche for the vectors that harbor these
hemoparasites, in In the Amazonian and coastal areas, the presence of ticks is evident, but
climate change has also generated the presence of these arthropods in high subtropical areas
such as the Santa Isabel area where this study is carried out. The present work corresponds to
a prospective descriptive cross-sectional study, which aims to establish the prevalence of
Anaplasma marginale in the Santa Isabel canton of the Province of Azuay, through serological
analysis with the competitive ELISA technique. For this study, 188 samples of bovines were
collected without discriminating sex, race, age, and type of exploitation. The results of this
investigation showed 53% (100/188) of positive samples for Anaplasma marginale, while 47%
(88/188) were negative. According to studies carried out in the country, the prevalence of
Anaplasma marginale through laboratory techniques ranges from 7% to 80%, including studies
carried out outside the country, the prevalence is adjusted between the figures described by
other authors, considering the age of animals under study, the older, the greater the

susceptibility.
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INTRODUCCION.

1.1 Problema.

La anaplasmosis constituye un problema dentro de la ganaderia, afectando principalmente
la salud de los animales, ya que esta enfermedad es causada por un hemoparéasito que utiliza
como vector a la garrapata, esta puede afectar de tal manera produciendo graves cuadros
anémicos y llevando de manera consecuente a la muerte del ganado. Esta enfermedad se ubica
principalmente en las zonas tropicales y subtropicales en la cual afecta a la mayoria de los
animales que son susceptibles a ella. Dada la ubicacion geografica de nuestro pais, estos
hemoparasitos se encuentran ampliamente difundidos en zonas que observan condiciones

climatolégicas favorables para su desarrollo. (Sanchez, 1984)

Produce importantes pérdidas econémicas por disminucion en la produccion de leche y
ganancias de peso en engordas, abortos y muertes y por los costos de tratamientos. El hombre
también colabora en su transmisién, al emplear practicas médico-zootécnicas carentes de

higiene en donde se involucre contacto con sangre de bovinos. (Olguin y Bernal, 2007)

(Gutierrez, 2016) Nos habla de los cambios ambientales producto del calentamiento
mundial, la explosion demogréafica de la poblacion humana, el transporte de los animales de
una region a otra, la deforestacion y la penetracion humana en los nichos ecoldgicos donde
circulan las Ehrlichias, Anaplasmas, Babesias por motivos laborales y recreacionales, son
algunos de los factores que modifican la dindmica de la transmisién de las enfermedades
causadas por estos parasitos, es entonces imprescindible el conocimiento detallado de los
diferentes aspectos que intervienen en su transmision a fin de implementar las medidas mas

adecuadas para su control. (p. 653)
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1.2 Delimitacion
1.2.1 Delimitacion temporal.
El proceso investigativo tuvo una duracion de 400 horas, distribuidas en el proceso

experimental y de redaccion final.

1.2.2 Delimitacion espacial.

La investigacion se realizo en el canton Santa Isabel y sus alrededores. Santa Isabel es un
cantén occidental de la provincia de Azuay en Ecuador, se localiza en la cuenca alta y media
del rio Jubones, su clima es variado y presenta oscilaciones entre 8 °C y 24 °C, este canton va
desde los 700 msnm en la parroquia; el Carmen de Pijili hasta los 4125 msnm en la parroquia

de Shaglli, lo cual presenta grandes zonas para la biodiversidad.

Su extension territorial es de 771.42 km2 siendo el 9.63% de la provincia del Azuay, esta a
62 km de la Ciudad de Cuenca, siguiendo la carretera Cuenca — Giron — Pasaje. Forma parte
de la cuenca del rio Jubones, rio que cruza de norte a sur el valle de Yunguilla y desemboca en
el Océano Pacifico. Tienen ademas los mas variados climas, que van desde el calido seco, y el
frio del paramo. Su altitud promedio es de 1.620 msnm, tiene una temperatura de 23°-24° °C.

(Gobierno Auténomo Decentralizado de Santa Isabel, 2020).

Figura 1. Mapa del Cantén Santa Isabel.

P " Leyenda
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Fuente: (Gad Santa Isabel, 2020)


https://es.wikipedia.org/wiki/Provincia_de_Azuay
https://es.wikipedia.org/wiki/Ecuador
https://es.wikipedia.org/wiki/R%C3%ADo_Jubones
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1.2.3 Delimitacion académica.
La presente investigacion cubre un area muy importante dentro de la Medicina Veterinaria
la cual se denomina “Parasitologia o enfermedades parasitarias en bovinos”, por lo tanto, esta
investigacion es para beneficio de profesionales, estudiantes y personas afines al tema,

fortaleciendo conocimientos a nivel de parasitologia y laboratorio clinico.

1.3 Explicacion del problema.

La Anaplasmosis es una enfermedad que ocasiona serios problemas en el ganado bovino
por tener una alta prevalencia y afectar principalmente a células sanguineas (eritrocitos,
leucocitos y plaquetas), Ilegando a producir incluso la muerte del animal, es una enfermedad

que se da mas en zonas tropicales y subtropicales.

El manejo inadecuado de los animales en una produccion y en conjunto con la falta de
higiene de las instalaciones y la proteccidn entre animal-propietario hacen que esta enfermedad
que, a pesar de tener tratamientos efectivos, sea un peligro para las producciones ganaderas
cuando carecen de un manejo técnico adecuado teniendo mayor importancia en lugares donde

el clima es el medio adecuado para la evolucion de esta enfermedad. (De la Sota, 2004)

1.4.0BJETIVOS.

1.4.1. General.

e Determinar la prevalencia de Anaplasma marginale en ganado vacuno mediante el

método de ELISA competitivo en el canton Santa Isabel, del Azuay.

1.4.2. Especificos.

e Determinar la presencia de anticuerpos para Anaplasma marginale en bovinos

mediante el método ELISA.



13

e Calcular la prevalencia de Anaplasma Marginale en bovinos del Canton Santa
Isabel.
e Analizar los resultados obtenidos a partir de la técnica de ELISA en bovinos

del canton Santa Isabel, del Azuay.

1.5.Hipdtesis

e Ha: Esalta la prevalencia de Anaplasma marginale en ganado bovino del canton
Santa Isabel.
e Ho: Es baja la prevalencia de Anaplasma marginale en ganado bovino del

cantén Santa Isabel.

1.6.Fundamento teérico.

El presente trabajo experimental esté dirigido a la obtencion de resultados confiables sobre
la prevalencia de Anaplasmosis en ganado bovino en el canton Santa Isabel y sus alrededores,
haciendo énfasis en que la misma es una enfermedad infecciosa cuyo vector son las garrapatas
del género Ixddidas que afecta tanto a animales como al ser humano, y que por lo tanto como
médicos veterinarios debemos estar preparados para realizar pruebas de diagnostico y seguir

los lineamientos terapéuticos especificos.

2. REVISION Y ANALISIS BIBLIOGRAFICO Y DOCUMENTO.

2.1.Generalidades.

Smith y Kilborne en el afio de 1893, en el transcurso de sus investigaciones relacionadas
con la Fiebre de la garrapata causada por un hemoparasito conocido como Babesia, realizaron

la primera descripcién de Anaplasma marginale como pequefios corpasculos puntiformes o en
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forma de cocos, dentro de los globulos rojos de los animales infectados y los consideraron

como representantes de un estadio del ciclo de Babesia Bigemina. (Soto, 2010, p.3)

Anaplasma marginale es un microorganismo rickettsial que invade los eritrocitos de
rumiantes, causando la enfermedad denominada anaplasmosis. Este microorganismo esta

ampliamente distribuido en paises tropicales y subtropicales de la region. (Diaz, y otros, 2003)

La Anaplasmosis y la Babesiosis, son dos enfermedades producidas por hemoparasitos que
afectan al ganado bovino en las zonas tropicales y subtropicales, originando cuadros clinicos
de anemias severas en los animales susceptibles, los agentes etioldgicos son el Anaplasma

marginale y la Babesia spp, respectivamente.

Dada la ubicacién geografica de nuestro pais, estos hemoparésitos se encuentran
ampliamente difundidos en zonas que observan condiciones climatologicas favorables para su

desarrollo. (Sanchez, 1984, p.1)

La distribucion geografica de este microorganismo es amplia debido a la gran cantidad de
vectores que la transmiten; practicamente todos los artropodos hemat6fagos como mosquitos,
moscas y principalmente garrapatas de varios géneros, como Boophilus, Amblyomma y

Dermacentor. (Olguin y Bernal, 2007, p.2)

Los animales que logran recuperarse de la fase aguda de la enfermedad permanecen
persistentemente infectados y se convierten en reservorio para la transmision de la misma a los
animales sanos, por lo que se hace necesario poder contar con técnicas de diagndstico mas
sensibles para ser utilizadas en el movimiento internacional de ganado hacia zonas libres de la
enfermedad, que permitan la deteccion de animales portadores, asi como para conocer la
prevalencia de la enfermedad en las regiones tropicales y subtropicales. El ganado infectado

que sobrevive a la anaplasmosis, por lo general se convierten en portadores de por vida y son
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reservorios de la enfermedad. (Corona Gonzales, et al., 2014). Los antibidticos como la
tetraciclina son un tratamiento efectivo para la Anaplasmosis bovina. Las enfermedades
transmitidas por garrapatas se encuentran en el grupo de enfermedades transmitidas por
vectores (ETV). Por su continua y rapida diseminacion a nivel mundial son denominadas

también enfermedades emergentes. (Olguin y Bernal, 2007)

2.2.\Vector.

2.2.1. Garrapatas: Clasificacion taxondémica.

Anaplasma marginale se consider6 como un protozoo hematico durante mucho tiempo;

pertenece:

Genogrupo 11 de las Ehrlichias
- Reino: Bacteria

- Filo: apicomplexa

- Clase: Proteobacteria

- Orden: Rickettsiales

- Familia: Anaplasmataceae

- Género: Anaplasma

- Especie: A. marginale - A. centrale

Anaplasma marginale, agente causal de la anaplasmosis en Bovinos, es transmitido por
Dermacentor andersoni, Boophilus microplus, Dermacentor albipictus, D. variabilis y Argas

pesicus. (Quiroz, 1990)

Se ha demostrado que A. marginale es transmitida por garrapatas ixddidas, incluyendo

Dermacentor andersoni y D. variabilis en los EE. UU., y siendo quiza Rhipicephalus
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(Boophilus) microplus, el vector mas importante en las regiones tropicales y subtropicales del

mundo. (Brayton, 2012)

2.2.2. Descripcion.

Es uno de los parésitos externos més importantes de las zonas tropicales. Afecta a los
bovinos, equinos, perros, conejos, y al hombre entre otros. Por otra parte, es Gram negativo
como la mayoria de las rickettsias. En los vertebrados se comporta como un organismo intra
eritrocitario obligado, A. marginale infecta a los rumiantes domésticos y numerosos salvajes.

(Kuttler, Zaraza, & Roberts, 1969)

Se reproduce por fision binaria, el corpasculo inicial invade el glébulo rojo y luego se
divide varias veces y forma un corpusculo de inclusién formado por 4-8 corplsculos iniciales.
En la lista de nombres de bacterias reconocidas, publicadas en el International Journal of
Systematic Bacteriology se incluye solo dos especies de Anaplasma: A. Marginale, responsable
de la anaplasmosis bovina y A ovis, agente causal de la anaplasmosis ovina y caprina. Esta
separacion estd basada en la falta de inmunidad cruzada y diferencias entre los antigenos de

superficie. (Palmer , y otros, 1988)

Clinicamente se caracterizan por la presencia de garrapatas sobre la piel de diferentes
partes del cuerpo y por la trasmision de importantes enfermedades causadas por virus,
bacterias, protozoarios, rickettsias, etc. (Quiroz, 1990) Ademas, causan gran impacto
econémico, derivado tanto de las medidas preventivas para evitar su presencia en areas libres,
como también de las medidas de control y tratamiento en regiones en donde estan presentes,

las infestaciones masivas de garrapatas provocan grandes dafios fisicos y econdmicos.

Las garrapatas se encuentran en dos familias; las de ixodidae, se caracterizan por
presentar escudo, pequefio en las hembras, grande en los machos y el capitulo se encuentra en

posicion anterior en todos los estados evolutivos. (Felgueroso Espi, 2011) ; las de la familia
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Argasidae que no tienen escudo, el capitulo se encuentra debajo del cuerpo en las ninfas y los

adultos, es anterior en las larvas.

Las garrapatas de la familia Ixodidae son las llamadas garrapatas duras; estas incluyen
a las que tienen escudo. El dimorfismo sexual es manifiesto, en el macho el escudo cubre

completamente el dorso, mientras que en la hembra cubre parcialmente el dorso. (Quiroz, 1990)

Figura 1. Morfologia adulta de la garrapata.

| 5 R\

Flgura 4. Adultos de la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus en diversos estados de
desarrollo. A: Hembras recién mudadas. B: Hembras parcialmente ingurgitadas. C: Machos.
(Fotos: E. Benavides).

Fuente: (Benavides, Romero, & Villamil, 2016)

2.3.Ciclo bioldgico.

Las garrapatas tienen cuatro estados evolutivos en su ciclo vital, es decir: el huevo, la
larva hexépoda o pinolillo, la ninfa octopoda y los adultos. La transformacion entre un estado
y otro requiere de una 0 mas mudas. Los cambios evolutivos no estan restringidos
necesariamente a una estacion del afio, hay una adaptacion de las diferentes especies a la
temperatura y humedad, habilidad para llegar para llegar al huésped que influyen en la duracion

de cada una de las etapas.

Quiroz (1990) Alega que el nimero de generaciones puede variar de tres o cuatro en las
especies de un solo huésped como Boophilus microplus, una por afio como en el caso de
Otoblus y otras Argasidae y aun una generacion cada dos o tres afios como en algunas especies

de tres huéspedes como Dermacentor andersoni.
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El desarrollo de las garrapatas ocurre en uno, dos o tres huéspedes por lo que se
denominan garrapatas de 1, 2 0 3 huéspedes. En el caso de la garrapata de 3 huéspedes, la larva
se alimenta en un primer huésped, cae al suelo y muda al estado de ninfa, esta se alimenta hasta
estar repleta, se deja caer al suelo y muda, finalmente el adulto se sube a un tercer huésped en
donde se alimenta nuevamente. En general el estado larvario de estas garrapatas ataca al
hueésped y se alimenta por algunos dias, pero el estado adulto y las ninfas normalmente se

alimentan de 30 minutos a dos horas, abandonan al huésped y regresan a areas protegidas.

La copula puede realizarse sobre el huésped o fuera de este, durante o después de la
replecién alimentaria. Después de la monta y la replecién alimenticia, las hembras se dejan

caer al suelo y buscan un sitio protegido para ovopositar.

En condiciones favorables la postura tarda dos dias, pero en climas frios se prolonga
por semanas 0 meses. B. microphus pone aproximadamente 4.500 huevos. El periodo de
incubacién se determina en gran parte de la temperatura y varia de 2 semanas a 7 meses. (p.

779-781)

Las garrapatas necesitan unas condiciones especiales especificas para su supervivencia
y desarrollo. Las méas importantes son la temperatura, la humedad, la intensidad de luz y el
numero de horas de luz al dia. La temperatura afecta especialmente a la regulacién del ciclo
vital (paso de una fase a otra) y lahumedad al porcentaje de supervivencia, ya que las garrapatas
son muy sensibles a la desecacién. El fotoperiodo influye en la actividad de las garrapatas.

(Felgueroso Espi, 2011)
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Figura 2. Ciclo evolutivo de la garrapata.

Figura 293. Esquema del ciclo evolutive de Amblyomma ogjennse 1. Primer hugsped, 2.
Segundo huésped, 3, Tercer hudsped, A, Macho adulto; B, Hembra adulta; C. Hembra
ovigeray D. Hueve: E. Huevo con embrion; F. Huevo con larva; G. Eclosion; H. Larva
en ayuno; L. Larva alimentéindose; J. Larva en e suelo muda; K. Ninfa; L. Ninfa pars-
sita; M. Muda en la ninfa; N. Adulto én ayuno.

Fuente: (Quiroz, 1990)

2.4. Anaplasmosis.

El género Anaplasma (Rickettsiales: Anaplasmataceae) incluye especies importancia
médica y veterinaria. Anaplasma marginale es la especie mas importante que causa
anaplasmosis bovina en América del Sur. Esta bacteria se transmite biol6gicamente por varias
especies de garrapatas (principalmente de los géneros Rhipicephalus, Dermacentor e Ixodes y

mecanicamente por moscas o fomites contaminados con sangre.

El ganado bovino desarrolla infecciones persistentes con esta bacteria, por lo tanto,
pueden servir como reservorio de la infeccion. La gravedad de la enfermedad aumenta con la
edad del animal, ya que los terneros son mucho mas resistentes al desarrollo de anaplasmosis
clinica. En los bovinos de mas de dos afios, A. marginale provoca una enfermedad leve o grave

que se caracteriza por fiebre persistente, letargo, ictericia, pérdida de peso, aborto, disminucion



20

del rendimiento de la leche y muerte en méas del 50 % de los animales no tratados. (Corona

Gonzales, y otros, 2014)

La anaplasmosis se puede transmitir por varios mecanismos uno de los mas comunes
es a través de insectos hematdfagos como garrapatas del género Boophilus spp y Tabanus spp,
otra forma de transmisién es a través de agujas, jeringas, mochetas y otros instrumentos
empleados en las practicas rurales contaminados que facilitan el pasaje de sangre rapidamente

de un bovino infectado a otro susceptible. (Alcaraz, 1999, p.1)

2.4.1. Etiologia.

Las enfermedades transmitidas por la garrapata R. microplus es una importante causa
que limita la productividad del ganado bovino. En general los estudios epidemiol6gicos has
demostrado que estos patégenos frecuentemente ocurren en el ganado bovino y su vector la
garrapata. La garrapata R. microplus es el vector de la Babesia bovis, B. bigemina y Anaplasma

marginale. (Duque Campuzano, 2017, p.13)

2.4.2. Patogenia.

El Anaplasma se transmite a través de garrapatas, en éstas la infeccién puede ser
transovarica y puede existir una forma de transmision mecanica por insectos chupadores de
sangre, tales como tabanos, jejenes, moscas de establo. El contagio se da por la inoculacion de
sangre infectada de animales en la fase aguda de la enfermedad a los animales susceptibles.
Otra forma de transmision es por el uso de instrumental contaminado, para descorne, castracion

o0 inyecciones. (Rodriguez, 2014)

Es una bacteria intracelular obligada que una vez dentro del torrente sanguineo, penetra
en los eritrocitos maduros por endocitosis; infectando estos con la formacion de una vacuola

en donde se multiplica por fision binaria para formar hasta ocho organismos individuales dentro
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de una sola vacuola y luego, nuevos organismos salen del eritrocito, utilizando exocitosis e

infectan los eritrocitos aledafos.

Después que el parasito entra al huésped el nimero de eritrocitos infectados se duplica
entre las 24 y 48 horas siguientes. El periodo prepatente durante la incubacion de la enfermedad
es de dos a tres semanas y la duracion depende de la cantidad de organismo infectante. (Sierra,
2013). La mayoria de los eritrocitos son destruidos en el sistema reticulo endotelial (bazo,
higado y médula 6sea) en este proceso se producen grandes cantidades de bilirrubina por lo
que los tejidos y las mucosas se tornan ictéricas. La anemia puede persistir hasta 15 dias
perdiéndose hasta el 70% de los eritrocitos, posteriormente los animales que sobreviven se
recuperan en un periodo de hasta 2 meses, sin embargo, contindan con el agente en la

circulacion periférica, quedando como portadores sanos. (Rodriguez, 2014)

2.4.3.  Transmision.
El estudio de la transmision de A. marginale es de fundamental importancia para
establecer un control efectivo de la enfermedad. Son amplias y muy variadas las formas en que
puede transmitirse el parasito y dependen de la presencia de vectores (biol6gicos y mecéanicos),

la existencia de animales susceptibles y de condiciones ecoldgicas favorables.

(Benavides, Romero, & Villamil, 2016) relata que, en condiciones naturales, se
presentan cuando confluyen dos eventos relacionados con las dindmicas de la poblacion
ganadera y de las garrapatas. En primera instancia, se requiere de la presencia de larvas de
garrapata en las praderas, que se originen de garrapatas que se alimentaron sobre ganado
infectado; en segundo lugar, se necesita la presencia de animales adultos susceptibles a los
organismos transmitidos por la garrapata. Los animales que ya han tenido contacto con el
organismo, y sobreviven a ese desafio, desarrollan algun grado de inmunidad, lo cual les brinda

proteccion contra el desarrollo de la forma clinica aguda de la enfermedad. (p. 22)
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2.4.3.1.Trasmision bioldgica.

Es a través de las diferentes especies de garrapatas se efectia de forma transestadial, es
decir de una etapa a otra por ejemplo del estado de larvas a ninfas y de ninfas a adultos o
intraestadial, es decir dentro de una etapa. Comienza en las células del intestino medio,
siguiendo con las células musculares del mismo, después muchos otros tejidos de la garrapata

Ileguen a ser infectados, incluyendo las glandulas salivales, de donde la rickettsia se transmite

al huésped vertebrado durante la alimentacion.

Figura 3. Ciclo de desarrollo de Anaplasma Marginale en un bovino.
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Fuente: (Quiroz, 1990)

El ganado llega a ser infectado con A. marginale cuando la forma densa es transmitida

durante la alimentacion de la garrapata a través de las glandulas salivales.



23

2.4.3.2. Transmision Mecéanica

La transmision mecanica con frecuencia se produce por dipteros chupadores de sangre
del género Tabanus spp, esta forma de transmision se considera la principal via de difusion de
A. marginale en areas de Centro y Sur América y Africa, ademas a través de instrumentos
contaminados como agujas, descornadoras, instrumentos de tatuaje o marcacion, dispositivo

de etiquetado del oido e instrumentos usados en la castracién. (Coronado, 2001, p.2)

2.4.4. Epidemiologia.
La Anaplasmosis se encuentra ampliamente distribuida en todas las regiones tropicales
y subtropicales de todo el mundo donde sus vectores (garrapatas y dipteros hematdfagos)
encuentran un hébitat ideal dadas las condiciones climéaticas que garantizan su evolucion

durante todas las épocas del afio. (Alcaraz, 1999, p.2)

En areas enzooticas bajo condiciones ideales la sola presencia de Boophilus-Babesia-
Bovino, conduce a una situacion de equilibrio, de manera tal que practicamente no ocurren
brotes de la enfermedad en los animales nativos. La interrelacion entre los interrogantes del
sistema es compleja y con relativa facilidad puede alterarse este equilibrio. EI hombre no esta
exento de responsabilidades en la ruptura del equilibrio enzootico porque con la intencion
permanente de incrementar la productividad, suele aplicar medidas de manejo que contribuyen

a incrementar ain mas el desequilibrio.

2.4.4.1.Aplicacion de principios epidemioldgicos en el control de la babesiosis y

anaplasmosis.

En lugares donde se producen cambios en la poblacion de vectores eventualmente
puede producirse inestabilidad enzootica. La aplicacion de medidas de control para prevenir la
ocurrencia de babesiosis y/o anaplasmosis debe estar sustentada por un estudio del estatus

epidemioldgico en la poblacion de animales susceptibles.
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Si bien se dispone de quimioterapicos de reconocida eficacia para el tratamiento de
babesiosis y/o anaplasmosis los mejores resultados se obtienen cuando el animal enfermo es
medicado en la faz inicial del proceso, aunque esto no evita que pierda una considerable
cantidad de kilos, que segln observaciones realizadas en casos de babesiosis alcanza hasta un
12% del peso del animal. La prevencion es un medio eficaz para reducir la incidencia de estas

dos enfermedades. (Vanzini & Ramirez, 1994)

El organismo tiene una distribucion geogréfica en todo el mundo y es endémica en las
regiones superiores del Medio Oeste, Este, y del noreste de los Estados Unidos, asi como las
regiones costeras occidentales. Paises europeos como el Reino Unido, Noruega, Suecia, Suiza

y Alemania también han informado de infecciones en los rumiantes, perros y personas.

La enfermedad se ha reportado con menor frecuencia en Asia’y America del Sur. En los
Estados Unidos, la mayoria de los brotes de enfermedades son estacionales y coinciden con la
aparicion de vectores de garrapatas en primaveray principios del verano (mayo y junio) y luego

otra vez en el otofio (septiembre).

2.4.5. Inmunidad.

Hay una respuesta inmune del huésped hacia la infestacion por garrapatas que se
manifiesta de diferentes maneras. La principal expresion del bovino es el rechazo al
establecimiento de las larvas en las primeras 24 horas de vida parasitara. EI grado de inmunidad

contra las garrapatas se manifiesta por la eliminacién y no por la destruccion de estas.

El mecanismo inmunolégico esta relacionado con una enzima identificada en Boophilus
mircoplus y que es secretada en la piel del huésped de la primera hora de ataque y que es
neutralizada por huésped que ha tenido previa infestacion. Hay una reaccion de
hipersensibilidad inmediata en el ganado a la reinfeccion, con intensa irritacion por las larvas,

ademas hay una reaccion papular contra las ninfas y los adultos en el ganado “resistente” que
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hace que se incrementen los niveles de histamina cuando se encuentra sometido a una

infestacion.

La saliva de las garrapatas adultas Boophilus microplus es capaz de incrementar la
permeabilidad capilar, uno de los componentes activos de la saliva es una prostaglandina. Hay
dos tipos de respuesta, la primera es fisica debido a la irritacion que causa la picadura y la
segunda que es la inhibicién de la alimentacion; las dos pueden ser manifestaciones de la
respuesta inmune. Se ha demostrado que la inmunidad a las garrapatas es humoral pudiendo
transferirse, ademas hay anticuerpos fijadores del complemento. Los linfocitos B son los que
mas intervienen y en menor grado los T. La concentracion de gammaglobulina aumenta
después de la infestacion con Boophilus microplus en el ganado por inmunofluorescencia se
demuestran anticuerpos especificos y no especificos en las glandulas salivales de garrapatas

hembra.

Los anticuerpos especificos aumentan después de la infestacion, se mantienen un tiempo
y declinan después de algunos meses de que la infestacion ha terminado. Todavia se necesita
mas informacién sobre la inmunidad a las garrapatas que permita en un futuro contar con

vacunas capaces de proteger contra la infestacion. (Quiroz, 1990, p. 789)

2.4.6. Signos Clinicos.
La severidad de los casos clinicos esta relacionada con la edad, pero las vacas afectadas

agudamente mostraran los siguientes signos:

- Rapida pérdida de la condicion corporal

- Fiebre pasajera (40 °C-41 °C en el pico de la infeccion)

- Debilidad y problemas respiratorios particularmente después del ejercicio.
- Depresion y pérdida del apetito.

- Mucosas pélidas (anemia) y amarilla (ictericia).
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- Laorina es frecuentemente café debido a los pigmentos biliares en contadas ocasiones
puede ser roja como en babesiosis.
- Animales severamente afectados pueden morir. (Benavides, Romero, & Villamil, 2016)

2.4.6.1.Fase aguda.

El primer signo clinico es la fiebre de hasta 41°C, seguida de anorexia, depresion,

debilidad muscular e ictericia.

2.4.6.2.Fase hiperaguda.

En esta fase ocurre una pérdida dramatica de peso, presencia de abortos, fallo
cardiopulmonar y muerte, debido a que el 90% de los eritrocitos estan infectados, > 108

eritrocitos infectados por mL (Keiser, Eriks, & Palmer, 1990).

2.4.6.3.Fase cronica.

Los animales que sobreviven a la fase hiperaguda disminuyen drasticamente la
parasitemia, luego de varias semanas los valores hematolégicos vuelven a la normalidad. El
ganado recuperado puede permanecer infectado persistentemente con bajos niveles de
parasitemia, a estos animales se los conoce como “portadores asintomaticos de la enfermedad”,
en esta fase es dificil de diagnosticar la enfermedad por los métodos tradicionales. (Coronado,

2001)

2.4.7. Diagnostico.

El diagnostico de una infestacion en el ganado es relativamente sencillo si la cantidad
de parasitos es elevada. Ahora bien, si se desea un diagnostico cualitativo es necesario
recolectar las garrapatas y realizar su identificacion morfologica. A nivel general para un
veterinario clinico es suficiente con la identificacion del género, la identificacion especifica

requiere generalmente de personal especializado. (Quiroz, 1990, p. 791)
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El control de la anaplasmosis, necesita de métodos de diagndstico que permitan conocer la
prevalencia del microorganismo en las diferentes zonas de los paises tropicales y subtropicales,
ademas que permitan identificar de forma segura los animales portadores para el movimiento

de animales a zonas libres del hemoparasito.

El diagndstico diferencial de fiebre, anemia hemolitica aguda e icterus en el ganado
adulto incluye babesiosis, eperytrozoonosis, theileriosis, leptospirosis, hemoglobinuria
bacilar, hemoglobinuria postparto, toxicidad por plantas y éantrax. La ausencia de
hemoglobinuria en caso de anemia aguda, apoyada por la identificacion del eritrocito

parasitado, diferencia estas otras enfermedades hemoliticas de la anaplasmosis clinica.

El diagndstico de la anaplasmosis se dificulta debido fundamentalmente a lo dificil de
detectar los animales portadores, ya que no hay sintomas clinicos que lo diferencien de los
bovinos no infectados, y los cuerpos de inclusion dentro de los glébulos rojos no son lo
suficientemente numerosos como para ser detectados por los métodos tradicionales. (Corona

Gonzales, y otros, 2014)

2.4.7.1.Técnicas empleadas

2.4.7.1.1. Métodos directos.

Estandar de oro: para deteccion de animales persistentemente infectados, consiste en la
subinoculacion de eritrocitos infectados con A. marginale, en animales susceptibles
esplenectomizados. Sin embargo, este procedimiento no es practico en las pruebas de rutina
por la manipulacion quirargica que conlleva y porque proporciona poca informacion sobre los

niveles de parasitemia.

Visualizacion al microscopio de frotis de sangre tefiidos con Giemsa: Es el método mas
comun para la identificacion de A. marginale en animales con infeccidn clinica. Sin embargo,

cuando el animal esta en la fase cronica o en el estadio del portador no expresa un elevado nivel
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de parasitemia como para ser detectado por la tincion. Este es un método confiable, barato y
capaz de detectar niveles de parasitemia de 0.1 a 0.2 %, 0 sea, solo puede detectar niveles
mayores a 10 eritrocitos infectados por mililitro de sangre, ademés resulta tedioso, no
apropiado para un gran nimero de muestras e incapaz de discernir con facilidad cuando el

eritrocito esta invadido por A. marginale o por A. centrale. (Visser & Ambrosio, 1987)

Hibridacion de &cidos nucleicos: constituye una prueba sensible y especifica para el
diagndstico. En el diagnostico de A. marginale se han utilizado sondas de ADN genémico y
recombinantes, basadas en ADN o ARN, pero en ocasiones la limitada sensibilidad diagnostica
de la sonda no permite la deteccidn de portadores sanos con muy bajo nivel de parasitemia.

(Shompole, Waghela, Rurangirwa, & McGuire, 1989)

La sensibilidad de este ensayo resulto Util para la deteccion de niveles de infeccidn en
garrapatas y para la identificacion de ganado persistentemente infectado, ademas de determinar

la prevalencia e incidencia de garrapatas infectadas en areas enzooticas. (GoffW, y otros, 1988)

Reaccion en cadena de la polimerasa: la sensibilidad y especificad del PCR resultan de gran
valor para la identificacion de patdgenos. Esta permite comprobar la presencia de la rickettsia
en muestras de tejido sanguineo y tisular de bovinos y garrapatas respectivamente. (Corona &
Martinez, 2011) realizaron la deteccion de Anaplasma marginale en bovinos sin sintomas

clinicos por PCR del gen msp5 de este hemoparasito.
2.4.7.1.2. Metodos indirectos

Ensayos serologicos: son de gran importancia para estudios epidemiologicos con el
objetivo de caracterizar areas de estabilidad e inestabilidad enzootica. La aplicacion de etas
pruebas resulta relevante en lugares donde se practique el control intensivo de garrapatas,

en los centros de inseminacion y transferencia de embriones, asi como en los lugares donde
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se produzcan animales de elite o reproductores puros, relacionados también con la industria

lechera.

(Organizacion Mundial de Salud Animal (OIE), 2008) indica que, dentro de un
diagndstico seroldgico incluye pruebas como: fijacion de complemento, aglutinacion en
tubos capilares, aglutinacion répida en tarjeta, ensayos de IFl, y las pruebas de Dot-ELISA
y ELISA. Las pruebas como fijacion de complemento y aglutinacion en tarjeta, fueron los
métodos mas comunmente utilizados para detectar animales infectados con A. marginale

en el campo y son aceptados para el movimiento de animales a nivel internacional. (p.5)

Algunos de estos ensayos para la deteccién de anticuerpos utilizan antigenos crudos
obtenidos de A. marginale parcialmente purificado, lo que provoca que se pierda la
sensibilidad y especificidad que se requiere para un diagnostico eficaz. (Corona Gonzales,

y otros, 2014)

Fijacion de complemento: el antigeno consiste en anticuerpos de Anaplasma que se han
separado del eritrocito por lisis. Este ha sido uno de los métodos mas utilizados para
detectar animales infectados con A. marginale en el campo. Sin embargo, existen
evidencias de que su sensibilidad es baja y tiene errores por su limitada habilidad para
detectar bajos niveles de anticuerpos. Puede ser utilizada como prueba de monitoreo, pero
no para los programas de erradicacion, ya que muchos animales infectados pueden ser
diagnosticados como negativos, pero no es capaz de detectar anticuerpos contra A.

marginale en animales portadores. (McElwain, 2000)

Existen otras desventajas entre las que se encuentran la complejidad y laboriosidad que
requiere y la baja especificidad y sensibilidad diagnostica, sobre todo en paises donde hay
presente enfermedades hemoprotozoarias. (Palmer GH, Barbet , Kuttler, & McGuirre,

1986)
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Pruebas de aglutinacion: se ha descrito dos pruebas de aglutinacién: en tubos capilares
y la aglutinacion rapida en placa. Esta técnica puede ser desarrollada en el laboratorio o en
el campo, dando el resultado en muy pocos minutos, pero existe un gran problema con las
reacciones no especificas. Sn embargo, algunos autores recomiendan la prueba de
aglutinacion en tarjeta, como un ensayo que todavia tiene utilidad en algunas situaciones
debido a su bajo costo, sencillez técnica, y la rapidez de los resultados. (Fosgate , y otros,

2010)

Inmunofluorescencia indirecta de anticuerpos (IFI): Esta prueba se ha utilizado para el
diagndstico de anaplasmosis y frecuentemente se ha considerado una prueba sensible; sin
embargo, por sus caracteristicas en ocasiones se considera no util, pues pueden ocurrir
reacciones falsas positivas, que se atribuyen al largo periodo de incubacion de esta

enfermedad.

2.4.7.2. Procedimiento del ensayo empleado: Ensayo de inmuno absorbente ligado a

enzimas ELISA.

Es un ensayo inmuno absorbente ligado a enzimas (ELISA) competitivo para la
deteccidén de anticuerpos especificos de Anaplasma en muestras de suero bovino. Esta
destinado a proporcionar resultados que orienten sobre la presencia de la infeccion por
Anaplasma en especies bovinas. Dicho marcador puede ser un anticuerpo, una hormona, un

péptido o una proteina.

El principio de la prueba es el siguiente: Los anticuerpos del suero de muestra contra
Anaplasma inhiben la union de un anticuerpo monoclonal marcado con peroxidasa de rabano
picante (HRP) al antigeno de Anaplasma que recubre los pocillos de plastico. La union, o la

falta de unidn, del conjugado de anticuerpo monoclonal marcado con HRP se detecta mediante
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la adicion de sustrato enzimatico y se cuantifica mediante el desarrollo posterior del producto

de color.

El desarrollo de un color intenso indica un bloqueo minimo o nulo de la unién del
anticuerpo monoclonal marcado con HRP y, por lo tanto, la ausencia de anticuerpos contra

Anaplasma en la muestra de suero.

El desarrollo de color débil o nulo debido a la inhibicion de la union del anticuerpo
monoclonal al antigeno en la fase sélida indica la presencia de anticuerpos contra Anaplasma

en la muestra de suero. (Veterinary Medical Resarch and Development, 2021)

Aunque el principio basico de los ensayos ELISA es similar al de los
Radioinmunoensayos (RIA) y se remonta a 1941 (Coons, Creech y Jones, 1941), en un RIA el
antigeno o el anticuerpo de interés se marca con radiactividad, lo cual no ocurre en un ensayo
ELISA, donde se utilizan enzimas en lugar de compuestos radiactivos para marcar las

moléculas de interés. (Mathieu, 2019)

2.4.7.2.1. Procedimiento para realizar el ensayo.

- Anadlisis del ganado:

- Obtencion de sangre de los animales mediante raspados cutneos o extraccion de sangre
periférica.

- Preparacion del método para la obtencion de la muestra

- Distribucion de la poblacion ganadera.

2.4.8. Tratamiento.

Las tetraciclinas son el antibiético de eleccion para tratar la enfermedad aguda. En la

anaplasmosis aguda es eficaz la oxitetraciclina a dosis de 11mg/kg IV cada 24 horas durante 3
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a 5 dias. Una o dos administraciones IM de 20mg/kg de oxitetraciclina de accion prolongada

a intervalos de 72 horas constituye también un tratamiento eficaz.

Ademas del tratamiento antibidtico es importante el tratamiento de soporte, si el
hematocrito es menor del 12%, puede estar indicada la transfusion de sangre completa para
evitar la muerte y acortar el periodo de convalecencia, suelen administrarse 4 a 8 litros de

sangre completa a un animal adulto. (Hernandez Cordova, 2016, p.21)

Hospedero definitivo: Anaplasma marginale ha sido reportado en rumiantes como el
bufalo de agua, ciervo de cola blanca, ciervo mulo, ciervo de cola negra y alce de las montafas
rocosas, pero siendo mas comun en ganado bovino. En dichos animales se ha encontrado
presencia de A. marginale como de A. ovis y se ha le da la importancia porque en estos puede
perpetuar el ciclo bioldgico y pasar al ganado por diferentes vias como sangre contaminada,

vias mecénicas y bioldgicas como picadura de garrapatas. (Duque Campuzano, 2017, p.17)

2.4.9. Control y prevencion.

A pesar de la severidad de las pérdidas y de la amplia distribucion de la enfermedad, no
se ha logrado el control de esta, sobre una base sostenible; hasta la fecha no se cuenta con un
procedimiento efectivo para el control en muchas areas, a pesar del incremento de los
portadores, animales susceptibles, vectores de transmision y de las cuantiosas pérdidas
econdmicas que provoca. Las medidas de control para la anaplasmosis no han cambiado
marcadamente durante los ultimos 50 afios e incluyen el control de los artropodos vectores

mediante la aplicacion de acaricidas, la quimioprofilaxis y la vacunacion. (Soto, 2010, p.29)

La aplicacion de acaricidas para eliminar el transmisor la garrapata, no es factible para
muchos productores, por su elevado costo y su prolongado uso, crea una poblacién de ganado

susceptible, cuando se interrumpe la aplicacion del acaricida y ocurre la resistencia a las
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garrapatas. La vacuna recombinante Gavac permite una significativa mejora en el control de
las poblaciones de garrapatas Boophilus microplus, en condiciones de campo, pero no tiene
efecto para otras especies como Amblioma spp, también transmisoras de Anaplasmosis.

(Coronado, 2001, p.3)

2.4.9.1.Recomendaciones para zonas libres.

- ldentificar las caracteristicas del ambiente que repercuten en la existencia de zona libre.

- Cuestionarse si han sucedido en el pasado brotes esporadicos de FG y discutir ¢qué los
determind y cdmo se manej6?

- Cuestionarse cémo variables propias del sistema productivo (manejo y raza) hacen
vulnerable el sistema de produccion.

- Cuestionarse sobre la estabilidad de zona libre, de zona libre con ocurrencia esporadica
0 el riesgo de pasar a ser una zona de inestabilidad enzootica.

- Reflexionar sobre la cadena de impactos econdémicos, directos e indirectos, en la
eventualidad del ingreso y establecimiento de garrapatas.

- Evaluar la probabilidad de ingreso de animales de areas endémicas.

- Identificar si eventualmente se traen forrajes o henos de zonas endémicas.

- Cuestionarse si cambios en el clima pueden modificar las condiciones y favorecer el

establecimiento de garrapatas, y si fuera asi, evaluar probabilidades de ingreso de estas.

2.4.9.2.Recomendaciones para zonas endémicas.
- Determinar las variaciones del clima y definir como ellas pueden modificar el ciclo de
vida de la garrapata.
- Realizar estudios respecto a la duracion del ciclo de vida de la garrapata durante
diferentes epocas del afio.
- Ajustar las intervenciones de manejo de garrapatas a la duracion del ciclo de vida de la

garrapata, incorporando las variaciones por estacionalidad climatica.
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Identificar las variables favorecedoras del sistema productivo para el establecimiento
de garrapatas en exceso.

Tomar especial atencidn a los componentes raciales y patrones individuales heredables.
Incorporar esta variable en la seleccidn genética.

Entender el sistema productivo y determinar las variables que favorecen la presentacion
de FG (raza, edades, primo-exposicion, rotacion de potreros, sistemas de alimentacion).
Retomar, de forma estratégica, lo trabajado en el punto de partida sobre las estrategias
actuales de manejo, asi como su efectividad y limitantes. (Benavides, Romero, &

Villamil, 2016, p.79)
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2.5. RESUMEN DEL ESTADO DEL ARTE DEL ESTUDIO DEL PROBLEMA.
La anaplasmosis bovina es una enfermedad infecciosa, aguda a cronica, caracterizada
por presentar anemia, ictericia y fiebre. EI agente causante es una Rickettsia, Anaplasma
marginale, que invade los glébulos rojos produciendo luego la destruccion de estos. (Alcaraz,

1999)

Esta enfermedad se ubica principalmente en las zonas tropicales y subtropicales en la
cual afecta a la mayoria de los animales que son susceptibles a ella. Dada la ubicacion
geogréfica de nuestro pais, estos hemoparasitos se encuentran ampliamente difundidos en

zonas que observan condiciones climatoldgicas favorables para su desarrollo. (Sanchez, 1984)

Sano (2017) Nos dice que el ganado infectado que sobrevive a la anaplasmosis, por lo
general se convierten en portadores de por vida y los reservorios de la enfermedad. Los

antibidticos como la tetraciclina son un tratamiento efectivo para la anaplasmosis bovina.

El género Anaplasma (Rickettsiales: Anaplasmataceae) incluye especies importancia
médica y veterinaria. Anaplasma marginale es la especie mas importante que causa
anaplasmosis bovina en Ameérica del Sur. Esta bacteria se transmite biolégicamente por varias
especies de garrapatas (principalmente de los géneros Rhipicephalus, Dermacentor e Ixodes y
mecanicamente por moscas 0 fomites contaminados con sangre. (Corona Gonzales, y otros,

2014)

Produce importantes pérdidas econdmicas por disminucién en la produccién de leche y
ganancias de peso en engordas, abortos y muertes y por los costos de tratamientos. EI hombre
también colabora en su transmision, al emplear practicas médico-zootécnicas carentes de

higiene en donde se involucre contacto con sangre de bovinos. (Olguin y Bernal, 2007, p.2)
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Benavides, Romero, & Villamil (2016) menciona que el estudio de la transmision de A.
marginale es de fundamental importancia para establecer un control efectivo de la enfermedad.
Son amplias y muy variadas las formas en que puede transmitirse el parasito y dependen de la
presencia de vectores (bioldgicos y mecanicos), la existencia de animales susceptibles y de

condiciones ecoldgicas favorables.

Si bien se dispone de quimioterapicos de reconocida eficacia para el tratamiento de
babesiosis y/o anaplasmosis los mejores resultados se obtienen cuando el animal enfermo es
medicado en la faz inicial del proceso, aunque esto no evita que pierda una considerable
cantidad de kilos, que segln observaciones realizadas en casos de babesiosis alcanza hasta un
12% del peso del animal. La prevencion es un medio eficaz para reducir la incidencia de estas

dos enfermedades. (Vanzini & Ramirez, 1994)

Por su parte (Quiroz, 1990) sefiala que el diagnéstico de una infestacién en el ganado
es relativamente sencillo si la cantidad de paréasitos es elevada. Ahora bien, si se desea un
diagndstico cualitativo es necesario recolectar las garrapatas y realizar su identificacion
morfoldgica. A nivel general para un veterinario clinico es suficiente con la identificacion del

género, la identificacion especifica requiere generalmente de personal especializado.

Y para la deteccion de Anaplasma marginale (Veterinary Medical Resarch and
Development, 2021) EI kit de prueba de anticuerpos contra Anaplasma, CELISA, es un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (CELISA) competitivo para la deteccion de anticuerpos
especificos de Anaplasma en muestras de suero bovino. Esta destinado a proporcionar

resultados que orienten sobre la presencia de la infeccién por Anaplasma en especies bovinas.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales.

3.1.1. Materiales fisicos de campo.

Tabla 1. Equipos fisicos de campo.

DESCRIPCON CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA
Bretes 1 Unidad
Narigueras 1 Unidad
Sogas 2 Unidad
Agujas vacutainer 20G 200 Unidad
Guantes 2 Caja
Algodon 1 Caja
Alcohol 1 Litro
Tubos vacutainer — 200 Unidad
Etiquetas 200 Unidad
Cooler 1 Unidad
Overol 1 Unidad

3.1.2. Material biologico de campo.

Tabla 2. Equipos bioldgicos de campo.

DESCRIPCION CANTIDAD

Bovinos 188




3.1.3. Material de laboratorio.

Tabla 3. Equipos fisicos de laboratorio.

DESCRIPCION CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA
Papel 1 Rollo

Tubos eppendorf 1 Caja

Gradilla de laboratorio 3 Unidad

Temporizador 1 Unidad

Botella de lavado 1 Unidad

Pipetas 2 Unidad

Jeringas 1 Unidad

Lector de ELISA 1 Unidad

Tabla 4. Equipo personal de laboratorio.

DESCRIPCION CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA
Mandil 1 Unidad

Cofia 1 Unidad

Guantes 2 Caja

Mascarilla 1 Unidad
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3.1.4. Material quimico.

Tabla 5. Material quimico de laboratorio.

DESCRIPCION CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA
Kit ELISA 1 Unidad
Alcohol etilico 1 Litro

Tabla 6. Material bioldgico de laboratorio.

DECRIPCION CANTIDAD

Sangre de bovinos 188

3.1.5. Materiales de oficina.

Tabla 7. Materiales de oficina.

DESCRIPCION CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA
Hojas de papel bond 1 Resma
Esferos 1 Unidad
Hojas de registro 1 Unidad
Carpeta 1 Unidad
Cinta adhesiva 1 Unidad
Laptop 1 Unidad

Tinta de impresion 1 Unidad

39



40

3.2.METODOLOGIA

Este trabajo de investigacion corresponde a un estudio epidemioldgico de tipo descriptivo,
prospectivo de corte transversal y causal, ya que en primera instancia se determina la presencia
de los anticuerpos para el agente etioldgico y luego se calcula la prevalencia en la poblacion

de estudio.

El proceso experimental contara con 188 muestras de sangre extraidas de bovinos del
cantén Santa Isabel, cuyo proceso analitico se realizard en los laboratorios de ciencias de la

vida de la Universidad Politécnica Salesiana.

3.3.Proceso de la investigacion.

3.3.1. Seleccién de los animales.

Los animales fueron elegidos en fincas de pequefios productores pertenecientes al
canton Santa Isabel de la provincia del Azuay, tomando en consideracién la edad, el sexo
y el sector al que pertenecen. Los animales seleccionados fueron aquellos que demostraron
infestacion por garrapatas y signos clinicos que correspondan aparentemente a la presencia

de Anaplasma Marginale.

3.3.2. Recoleccion de las muestras.

- Limpiezay desinfeccion del area.

- Extraccion de sangre a traves de la vena coccigea/yugular aproximadamente 5 ml por
animal con aguja calibre 18G con la ayuda de personal capacitado y personas del lugar.

- Se colocd la muestra en tubos vacutainer sin anticoagulante y posteriormente se dejé a
temperatura ambiente hasta la formacion del coagulo.

- Seidentificd cada muestra con su respetivo numero, la edad del animal, sexo y el sector.
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- Posteriormente se refrigerd las muestras en un cooler con geles a temperatura de

aproximadamente 5°C.

3.3.3. Proceso de laboratorio.
Después de la recoleccion de muestras, se realizé la centrifugacion de estas en los
laboratorios pertenecientes al canton Santa Isabel a 2500 rpm durante aproximadamente 3

minutos hasta la obtencién del suero bovino.

A partir de la obtencion del suero bovino, las muestras fueron congeladas a una
temperatura de aproximadamente -20°C hasta su uso en la prueba comercial de ELISA

(Anaplasma antibody test kit ELISA v2; VMRD Inc.; Pulman, WA.)

El proceso y disefio experimental se realizo en los laboratorios de ciencias de la vida de

la Universidad Politécnica Salesiana de Cuenca.

3.3.3.1.Principios del ensayo para el Kit ELISA competitivo.

El principio de la prueba es el siguiente: Los anticuerpos del suero de muestra contra
Anaplasma inhiben la unién de un anticuerpo monoclonal marcado con peroxidasa de rabano
picante (HRP) al antigeno de Anaplasma que recubre los pocillos de plastico.

La unién, o la falta de union, del conjugado de anticuerpo monoclonal marcado con
HRP se detecta mediante la adicion de sustrato enzimatico y se cuantifica mediante el
desarrollo posterior del producto de color.

El desarrollo de un color intenso indica un blogueo minimo o nulo de la unién del
anticuerpo monoclonal marcado con HRP vy, por lo tanto, la ausencia de anticuerpos contra
Anaplasma en la muestra de suero.

El desarrollo de color débil o nulo debido a la inhibicion de la unién del anticuerpo
monoclonal al antigeno en la fase sélida indica la presencia de anticuerpos contra Anaplasma

en la muestra de suero.
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3.3.3.2.Almacenamiento y estabilidad del kit.

Se almacenara todos los reactivos a 2-7 °C. No se debera congelar. Los reactivos
permaneceran estables hasta la fecha de caducidad cuando se almacenen segun las
instrucciones. No usara el kit de prueba después de la fecha de vencimiento impresa en la caja.
La preparacion, precauciones y todo el protocolo a usar sera el descrito por el fabricante.

3.3.3.3.Interpretacion de los resultados.
- Las muestras de prueba que tienen <30% de inhibicidn son negativas

- Las muestras de prueba que tienen > 30% de inhibicidén son positivas

3.4.Seleccion y tamafio de la muestra.
El proceso experimental conté con 188 muestras de sangre extraidas de bovinos del
canton Santa Isabel y sus sectores aledafios cuyo proceso analistico se realizd en los

laboratorios de ciencias de la vida de la Universidad Politécnica Salesiana.

Se establecié un muestreo aleatorio simple (MAS), considerando un tamafio minimo de la
muestra (TMM) con un calculo de prevalencia estimada de un 13% con un margen de error de
5% y un nivel de confianza de 95% en cada uno de los campos respectivos; dandonos como

resultado un total de 188 muestras a obtener.

Para el andlisis de los resultados se han considerado pardmetros tales como: edad, sexo, y
sector al cual pertenecian, siendo la informacion registrada en una ficha de identificacion
clinica. Para el célculo de la prevalencia de Anaplasma Marginale se utilizé la formula de MAS

(muestreo aleatorio simple) para poblaciones infinitas 0 no conocidas:
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2
n= Z Pq (1.96)%(0.13)(0.87)
= = =174

d’ (0.05)2

Donde:
Z: nivel de confianza 95%: (1.96)2

P: probabilidad de prevalencia 13%: (0.13)

Q: 1-p: (0.87)
D: error estimado 5%: (0.05)

Dentro del calculo para el TMM el nimero de animales a evaluar fue de un total de 174
bovinos, para los cuales dentro del rango de estudio y trabajo de investigacion se tomo en

cuenta la posibilidad de 14 animales mas para un muestreo total de 188 animales.

Tuvo una duracion de 4 meses: desde la aceptacion del proyecto de investigacion,

dividiendo las mismas en trabajo de campo y de laboratorio.

3.4.1. Toma de muestra.
Se tomd dos muestras de sangre por animal, mediante puncion de la vena coccigea; a
partir de la cual fueron sometidas a partir del uso del kit ELISA competitivo, mediante la

sustraccion de suero de sangre bovino.

3.4.2. Descripcion del procedimiento.
3.4.2.1.Toma de muestra de vena coccigena.
— Requiere restriccion minima, es posible realizarla sin ayudante y tiene un menor
riesgo de accidentes e infecciones.

— Rotular o identificar el tubo.
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Sujetar la cabeza en un brete o corral con una la ayuda de un cabezal, o lazos.

Lavarse las manos.

Colocarse los guantes.

Levantar la cola del animal con suavidad hasta casi colocarla casi en posicion vertical,
sujetandola en el tercio medio.

Retirar los residuos de materia fecal y limpiar la zona con papel o algodon.

Con la mano libre localizar por palpacion la vena en la linea media, justo caudal de la
insercion de los pliegues de la piel de la cola a nivel del espacio entre las vértebras
coccigeas 6 - 7.

Realizar antisepsia con alcohol 70% o con Yodo povidona al 10%, en una zona de piel
de unos 10 cm de diametro alrededor del sitio de puncion. Se comienza por el centro y
se iran haciendo circulos concéntricos hacia el exterior. Dejar actuar 1-2 minutos,
Desinfectar el tapon de goma del tubo con alcohol 70%.

Empatar la aguja en la funda o camisa.

Encajar el tubo en la funda o camisa sin perforarlo

Insertar la aguja craneal a la protuberancia ésea del proceso laminar en la linea media
a una profundidad de 8- 12 milimetros en angulo recto, hasta que la sangre empiece a
brotar. Si no es posible obtener la muestra en este sitio, intentar entre Co 5-6.
Estabilizar la funday la aguja con la mano, colocar el pulgar de la otra mano en la parte
inferior del tubo y los dedos indice y medio en las aletas de la funda.

Presionando con el pulgar y el dedo indice el uno contra el otro, se forzara al tapon de
goma, introduciendo la aguja en el tubo. La sangre fluira dentro del mismo.

Mantener la funda estable, hasta consumir todo el vacio y retirar el tubo.

Sin retirar la aguja, encajar el segundo tubo en la camisa y obtener a segunda muestra.

Mantener la funda estable, hasta consumir todo el vacio y retirar el tubo.
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— Retirar la aguja y ejercer presion sobre la zona de puncion con gasa por unos segundos.

— Dejar reposar los tubos con las muestras respectivas de sangrre hasta formar el coagulo.

— Desechar las agujas en el guardian, y el resto de materiales contaminados en la bolsa
roja.

— Quitarse los guantes. (Zambrano, 2016)

3.4.2.2.Procedimiento para la deteccion de Anaplasma en ganado bovino.

Materiales:

— Muestra suero de sangre bovina.
— ANAPLASMA ANTIBODY TEST KIT, cELISA v2

— Contenido del kit

Componentes

A Placas recubiertas de antigeno 2 placas

B Control positivo 3,6 ml

C Control negativo 3,6 ml

D 100X Anticuerpo-peroxidasa Conjugado 0,3 ml
E Tampon diluyente de conjugado 30 ml

F 10X Solucidn de lavado concentrada 120 ml

G Solucion de sustrato 30 ml

H Solucién de parada 30 ml

Este prospecto

Materiales necesarios, pero no incluidos en el kit de prueba: Pipetas de volumen
ajustable de uno o varios canales y puntas de plastico desechables, tubos de ensayo o placas de

transferencia no recubiertas de antigeno, espectrofotometro de absorbancia de microplacas
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ELISA con filtro de 620, 630 0 650 nm, desionizado o agua destilada, toallas de papel, cilindro
graduado, temporizador, depdsitos de pipeta multicanal, botella de lavado, dispositivo de

lavado manual multicanal o lavador automatico de placas.

3.4.2.3.Preparacion.

- Reactivos calientes: Llevar las muestras de suero, los reactivos y las placas a
temperatura ambiente (23 £ 2 ° C) antes de comenzar la prueba.

- Preparar los controles y las muestras: Cargar el control positivo (B) por duplicado y el
control negativo (C). por triplicado independientemente del nimero de muestras de
suero a analizar. Cuando se utilizan placas enteras, es mejor colocar los controles en
pozos en diferentes areas de la placa. Los controles deben cargarse en cada plato. Las
muestras de suero y los controles se analizan sin diluir.

- Preparar las placas: Retire las placas de la (s) bolsa (s) de aluminio (A). Si es aplicable:
devolver las tiras sin usar a la bolsa y séllela de manera segura. VMRD ofrece bolsas
adicionales y sellador. Colocar las tiras que se utilizaran en el marco y numere la parte
superior de cada tira para mantener la orientacion. Marque siempre las tiras en caso de
que se salgan del marco durante el lavado.

- Preparar el conjugado: Preparar 1X Anticuerpo-Peroxidasa Conjugado diluyendo 1
parte del 100X Anticuerpo- Conjugado de peroxidasa (D) con 99 partes de tampdn de
dilucion de conjugado (E). Ejemplo: Para 96 pocillos, mezcle 60 ul de conjugado de
peroxidasa de anticuerpo 100X (D) con 5.940 ml de tampén de dilucién de conjugado
(E) para obtener 6 ml de conjugado de peroxidasa de anticuerpo 1X. Se necesitan
cincuenta microlitros (50 pl) por pocillo.

- Preparar la solucion de lavado: Preparar la solucién de lavado 1X diluyendo 1 parte del

concentrado de solucién de lavado 10X (F) con 9 partes de agua desionizada o destilada.
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Se necesitan aproximadamente 1,5 ml por pocillo. Dejar una cantidad adicional para
depdsitos, tubos, pipeteo, etc.

3.4.2.4.Test de procedimiento.
Cargue los controles y las muestras de suero: Con una pipeta ajustada a 50 pl, transfiera
los controles y las muestras de suero a la placa recubierta de antigeno (A). Las muestras
de suero y los controles deben cargarse en la placa recubierta de antigeno (A) lo mas
rapido posible.
Cuando se procese mas de dos tiras, se recomienda que las muestras de suero y los
controles se carguen primero en una placa de transferencia y luego se transfieran a la
placa recubierta con antigeno (A) utilizando un equipo de pipeteo multicanal.
El volumen de muestra en la placa de transferencia no debe exceder los 50 pl para
transferir 50 pl de ella. Golpee el lateral de la placa de ensayo cargada varias veces para
asegurarse de que las muestras cubran el fondo de los pocillos. Tenga cuidado de no
derramar muestras de un pozo a otro. Incube la placa 1 hora a temperatura ambiente (23
+2°C).
Lavar los pocillos: Después de la incubacion de 1 hora, lavar la placa 2 veces: Si se
utiliza un lavador automatico, coloque la placa en el aparato de lavado y lave la placa
2 veces, llenando los pocillos cada vez con 1X WashSolution.
Se utiliza, vacie el contenido del pocillo y retire los sueros y controles restantes
golpeando bruscamente la placa invertida 4 veces en una toalla de papel limpia,
golpeando un area limpia cada vez.
Llene inmediatamente cada pocillo con 1XWash Solution utilizando un dispositivo de
llenado multicanal o una botella de lavado. Vacie la solucion de lavado de la placa 'y

golpee la placa invertida bruscamente sobre una toalla de papel limpia como se indico
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anteriormente. Llene y vacie la placa con el mismo métodol tiempo adicional para un

total de 2 lavados.

Afadir conjugado: Anada 50 pl de conjugado de anticuerpo-peroxidasa diluido (1X) a

cada pocillo. Golpee el lateral de la placa de ensayo cargada varias veces para

asegurarse de que el conjugado cubra el fondo de los pocillos. Incubar durante 20

minutos a temperatura ambiente (23+2 ° C).

Lavar los pocillos: Después de la incubacion de 20 minutos, lavar la placa 4 veces como

se describe en el Paso 2

Anadir solucion de sustrato: Afiada 50 pl de Solucion de sustrato (G) a cada pocillo.

Golpear el lateral de la placa de ensayo cargada varias veces para asegurarse de que el

sustrato cubra el fondo de los pocillos. Incubar durante 20 minutos a temperatura

ambiente (23 £ 2 ° C).

Evitar dejar la placa a la luz solar directa.

No vaciar los pocillos.

Afadir solucion de parada: Afiada 50 pl de solucion de parada (H) a cada pocillo.

Golpee varias veces el lateral de la placa de ensayo cargada para mezclar la solucion de

sustrato y la solucion de parada. No vacie los pozos.

Lea y registre los resultados de la prueba: Inmediatamente después de agregar

StopSolution, la placa debe leerse en un espectrofotometro de absorbancia de

microplaca. Establezca la longitud de onda de lectura de densidad dptica (OD) en 620,

630 0 650 nm y lea las placas. Algunos lectores requieren un pocillo vacio en la placa

para tapar. En este caso, no se deben agregar reactivos a este pozo.

Devuelva todos los reactivos restantes del kit a 2-7 © C para su almacenamiento.
3.4.2.5. Célculo del% de inhibicion (% 1):

% | =100 [1- (DO de la muestra + DO del control negativo)] Validacion de la prueba
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- Lamedia de los controles negativos debe tener una densidad optica> 0,40 y < 2,10.

- Lamedia de os controles positivos deben tener una inhibicion > 30%.

3.4.2.6.Precauciones.
Los componentes del kit deben manipularse y desecharse como potencialmente peligrosos.
No coma, beba ni fume donde se manipulen las muestras de suero y los reactivos del kit. No
pipetear con la boca. Algunos reactivos pueden ser dafinos si se ingieren. Si se ingiere, busque
atencion médica. No utilice reactivos caducados o contaminados, ni reactivos de otros Kits o

series. No mezcle reactivos de diferentes series de este mismo producto.

El componente B, control positivo, contiene azida de sodio como conservante; el
componente C, control negativo, contiene azida de sodio como conservante; el componente D,
conjugado de anticuerpo-peroxidasa 100X, contiene ProClin 300, metilisotiazolona,
bromonitrodioxano y timerosal como conservantes, Tampén de dilucion conjugado, contiene

ProClin 300 como conservante. Componente H, solucion de parada, contiene fluoruro de sodio.

3.5.Tomay registro de datos.
Las muestras se obtuvieron en criaderos, haciendas y micro productores ganaderos que
se encuentran en las localidades antes mencionadas de las cuales se obtuvieron un total de 188

muestras, estas fueron registradas de acuerdo con su edad, sexo y sector al que pertenecieron.

Estas muestras se obtuvieron mediante la sustraccion de sangre a través de la vena
coccigea del animal, dichas muestras fueron colocadas en tubos de ensayo sin (EDTA),

rotuladas y etiquetadas correctamente con el animal al que pertenecio.

Después fueron guardadas correctamente y llevadas al laboratorio de Ciencias de la
vida de la Universidad Politécnica Salesiana en las cuales fueron evaluadas determinando el
agente infeccioso, los datos obtenidos de dicha evaluacion fueron registrados y finalmente

interpretados con la posibilidad de la existencia o no de la incidencia de anaplasmosis bovina.
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3.6.DISENO ESTADISTICO.
En el presente trabajo de investigacion, el disefio estadistico empleado fue el analisis
descriptivo-prospectivo de corte transversal y causal, el cual fue disefiado para estimar la
prevalencia de anaplasmosis en muestras sanguineas extraidas a traves de suero bovino del

canton Santa Isabel y sus alrededores.

3.7.0PERALIZACION DE VARIABLES.

Tabla 8. Variables independientes (bovinos).

CONCEPTO CATEOGORIA INDICADORES INDICE
Condiciones de un Bioldgica Hembra Numérico
bovino Macho Numerico
aparentemente

Sano.
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Tabla 9. Variables dependientes (Anaplasmosis).

CONCEPTO CATEGORIA INDICADORES INDICE
Microorganismo bioldgica Identificacién Numérico
rickettsial que mediante kit de

invade los enzimoinmuno

eritrocitos de ensayo de

rumiantes, absorcion ELISA

causando esta
enfermedad
denominada
Anaplasma

Marginale.

3.8.PROCEDIMIENTO.
El estudio se realizd en el Canton Santa Isabel y sus sectores aledafios, donde se sustrajeron

188 muestras de sangre periférica obtenida a través de la vena coccigea de los bovinos.

Sumando a esto el procedimiento de seleccion fue aleatoria, considerando factores como la
edad, el sexo y del sector de donde provenian, con su respectiva ficha clinica con registro de

datos y sangre.

Antes de realizar la sustraccion de sangre y rotulado, a los animales se los traté con métodos

de sujecion evitando estres en el animal ya que puede conllevar a una alteracion de la muestra.

Después de la extraccion de sangre, la muestra se guardd correctamente en un cooler

refrigerado evitando la alteracion y dafio de la muestra, para llevarlo con destino final a los
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laboratorios de la Universidad Politécnica Salesiana, con el fin de ser evaluados y analizados

correctamente.

Para evaluar si existe o no la presencia de la enfermedad se analizé mediante la técnica de

ELISA competitivo como prueba de confiabilidad para la deteccion de la enfermedad.

3.8.CONSIDERACIONES ETICAS.

Para el desarrollo de la presente investigacion se contempla los siguientes aspectos éticos
de Bienestar animal como eje fundamental. Al tratar de encontrar el agente causal de la molestia
que presenta el paciente, evitando al méaximo el estrés, fatiga u otras acciones que puedan

deprimir aun mas al paciente.

Etica profesional: la busqueda constante de nuevas técnicas y actualizaciones en la
profesion de Medicina Veterinaria es vital para el mantenimiento de la competencia técnica

profesional, la mejora continua de su préctica y bienestar animal.

Asepsia: El lugar en donde se toman las muestras debe contar con las condiciones previstas
en el reglamento interno de Establecimientos Clinicos y en todo caso garantizar la asepsia

requerida para cualquier procedimiento quirdrgico.

Reglamento general de la ley organica de sanidad agropecuaria: Dentro los articulos de
bienestar animal aplicados por la llustre Municipalidad de Cuenca establecen ciertos puntos de
acuerdo con actividades de investigacion y bienestar animal.

- Capitulo X del Bienestar Animal.
SECCION |
Establecimiento de normas de bhienestar animal.

Art. 242.- Del Establecimiento de Normas y Bienestar Animal. - Para la regulacion de

los estandares de bienestar animal, la Agencia coordinard con profesionales expertos en el
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tema, quienes representaran a las diferentes etapas de la cadena de produccién pecuaria,

teniendo en cuenta una base cientifica, los costos y el tiempo que implica ejecutar las mejoras

pertinentes y que provendran de los siguientes sectores:

8.

Agencia.

. Autoridad Agraria Nacional;

. Entidades de educacion superior;

. Organizaciones de productores pecuarios, legalmente constituidos;

. Centros de faenamiento publicos y privados legalmente establecidos;

. Empresa privada;

. Asociacion de Municipalidades del Ecuador;

. Consumidores; vy,

Los demas actores que, en virtud de la temética especifica, sean convocados por la

SECCION II1.

De la regulacion para actividades de investigacion.

Art. 244.- De la regulacion para actividades de investigacion, educacion, recreacion y

actividades culturales en el &mbito de bienestar animal. - Para la regulacion de la utilizacion de

animales para actividades de investigacion, educacion, recreacion o actividades culturales, la

Agencia tomara como base los lineamientos internacionales que en la materia de bienestar

animal ha establecido la Organizacion Mundial de Sanidad Animal.

Art. 245.- De la utilizacion de animales en actividades de educacion e investigacion.-

La utilizaciéon de animales para estos fines tendré lugar cuando, en virtud de actividades de

educacion y/o investigacion, se busque verificar una hipoétesis cientifica, probar un producto
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natural o sintético, producir sustancias de uso médico o bioldgico, realizar demostraciones
docentes, efectuar intervenciones quirdrgicas y, en general, estudiar y conocer el
comportamiento de los animales, lo que deberad acogerse a los lineamientos que la Agencia
establezca con este fin, los cuales estaran acorde a las normas establecidas por la Organizacion

Mundial de Sanidad Animal.

Art. 246.- De los Estudios de Investigacién con Animales Vivos. - Los estudios de
investigacion con animales vivos deberan llevarse a cabo en instalaciones adecuadas acorde a
la finalidad del estudio y por personal calificado entre los cuales debera participar un médico

veterinario que realice la toma de muestras, garantice la salud y el bienestar de los animales.

Art. 247.- Del Comité de Etica. - Las instituciones de educacion superior y empresas
que utilicen animales con fines educativos o de investigacion deberan estructurar un comité de
ética bajo los lineamientos y requisitos establecidos por la Agencia. Para la utilizacién de
animales con fines de investigacién y educacion, se debera contar con la aprobacion previa del
proyecto de investigacion por parte del comité de ética para la investigacion y educacion con

animales.

Art. 248.- Medidas de Bienestar Animal. - Las medidas de bienestar animal
implementadas en la investigacion y docencia deberan tener como base el manejo correcto
segun las pautas de comportamiento de la especie animal, bioseguridad y bioética. (LOSA,

2019)
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Resultados.

Figura 4. Resultados obtenidos mediante la técnica de ELISA competitivo.

RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE
LATECNICADE ELISACOMPETITIVO.

B POSITIVO >30 % DE INHIBICION B NEGATIVO <30 % DE INHIBICION

Los resultados del estudio epidemioldgico muestran que en las 188 muestras estudiadas se

detectaron los siguientes resultados:

Tabla 10. Prevalencia total de la enfermedad en base a la tabulacién de datos.

PREVALENCIA Frecuencia  Prevalencia Limite inferioral  Limite superior al

TOTAL 95% 95%
NEGATIVO 88 46.81% 39.51% 54.21%
POSITIVO 100 53.19% 45.79% 60.49%
TOTAL 188 100,00%

El umbral de positividad proporcionado por el kit es de >30 % de inhibicion. Basandose

en el estudio realizado mediante el método de ELISA competitivo, los resultados nos indican
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que la prevalencia en el canton Santa Isabel es de un 53.19% (100/188) de muestras positivas
a la presencia de la enfermedad y un 46.81% (88/188) muestras negativas.

Tabla 11. Presencia de Anaplasma marginale en bovinos muestreados segun la edad
mediante la técnica de ELISA.

EDAD Frecuencia Prevalencia Limite inferior  Limite superior al
95% 95%

TERNEROS(0- 1 1,00 % 0,03 % 5,45 %
6meses)
TORETES(7- 49 49,00 % 38,86 % 59,20 %
12meses)
VACAS(>25meses) 30 30,00 % 21,24 % 39,98 %
VACONAS(3- 20 20,00 % 12,67 % 29,18 %
24meses)
TOTAL 100 100,00 %

Para el estudio de la presencia de Anaplasma marginale en bovinos se dividieron los
grupos de estudio de acuerdo a la edad; de 100 muestras positivas el 1% (1/100) pertenecen al
grupo de terneros de 0 a 6 meses, el 49% (49/100) pertenecen al grupo de toretes de 7 a 12
meses de edad, el 20% (20/100) fueron vaconas mayores de 3 a 24 meses de edad y el 30%

(30/100) vacas mayores a los 25 meses de edad.
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Tabla 12. Presencia de Anaplasma marginale en bovinos muestreados segun la procedencia
mediante el método ELISA.

PROCEDENCIA Frecuencia Prevalencia Limite Limite
inferior al superior al
95% 95%

CANARIBAMBA 31 31,00 % 22,13 % 41,03 %
CERCALOMA/YUNGUILLA 36 36,00 % 26,64 % 46,21 %
SULUPALI 24 24,00 % 16,02 % 33,57 %
TABLON 9 9,00 % 4,20 % 16,40 %
TOTAL 100 100,00 %

En la presente tabla se toma en consideracion la prevalencia de Anaplasma marginale
en bovinos de acuerdo a la procedencia; donde se observa que el 31% (31/100) de bovinos
positivos pertenecen al sector Cafaribamba, el 36% (36/100) al sector de Cercaloma, el 24%

(24/100) al sector de Sulupali y el 9% (9/17) al sector de Tablon.

Segun los datos obtenidos se puede observar que la prevalencia del vector es mayor en
el sector de Cercaloma seguido por el sector de Cafaribamba; es importante tomar en
consideracion que en Cercaloma el niUmero de muestras obtenidas es menor en comparacion
con Cafaribamba sin embargo la prevalencia es mayor debido a que las condiciones

climatologicas son mas favorables.
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Tabla 13. Presencia de Anaplasma marginale en bovinos muestreados segun el sexo

mediante el método ELISA.

SEXO Frecuencia Prevalencia Limite inferior al Limite superior al
95% 95%
HEMBRA 50 50,00 % 39,83 % 60,17 %
MACHO 50 50,00 % 39,83 % 60,17 %
TOTAL 100 100,00 %

La prevalencia de la enfermedad de acuerdo al sexo nos indica que el 50% (50/100) de

machos bovinos son positivos a la enfermedad, al igual que el 50% (50/100) de hembras;

demostrando asi que no existe diferencia en la prevalencia del vector de acuerdo al sexo.

4.2. Discusion.

En base al resultado obtenido en el presente trabajo de investigacion se determind que

la prevalencia de anaplasmosis en el canton Santa Isabel es del 53%, dicha prevalencia es

independiente del sexo del animal; sin embargo, se puede observar que la prevalencia varia

en relacion a los diferentes pisos climéaticos con los que cuenta el cantdn.

El canton Santa Isabel posee un clima caracteristico, cuya temperatura va desde los 18

a 25°C con pequefias diferencias altitudinales entre cada sector, por lo que es propicio para el

desarrollo de producciones pecuarias y agrondémicas, favoreciendo también a la aparicion de

enfermedades por presencia de vectores como las garrapatas en el ganado bovino.

Otros estudios epidemioldgicos revelan que hay prevalencias més elevadas del vector

en el litoral ecuatoriano debido a que existen zonas donde la produccion bovina es mayor, las
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ferias de comercializacion son mas grandes y la proximidad con las zonas de mayor consumo

es mas alta.

En general, el Ecuador es un pais que cuenta con climas tanto de tropicos como
subtrépicos, calidos o humedos distribuidos en diferentes zonas que, llevados de la mano con
las carencias sanitarias y deficiencia en el manejo técnico como desparasitacion y aplicacion
de medidas de prevencion, da como resultado la prevalencia de esta enfermedad, causando
asi perdidas en la produccion ganadera tanto de tipo econdmicas, como de la propia

produccion bovina.

Mufioz Guarnizo (2017) habla de que la prevalencia de A. marginale que se detectd en
Zamora Chinchipe fue elevada (49,5 %); sin embargo, en su estudio no existia diferencias
significativas entre los animales de los sectores estudiados (p< 0.05) a pesar de que la provincia
Zamora Chinchipe presenta pisos altitudinales que van desde los 815 a los 2800 metros sobre

el nivel del mar (m.s.n.m.), con temperaturas entre 17 °C y 22 °C.

El autor (Caroa Caiza, 2020) en su estudio de identificacién de hemoparasitos en areas
ganaderas de Morona Santiago, evidencia que los ganaderos conocen la problematica de la
Fiebre de Garrapatas y saben que existen productos terapéuticos para su tratamiento;
desafortunadamente, no se realiza el diagndstico diferencial por parte de los ganaderos ni
veterinarios cuya consecuencia, en la mayoria de los casos, es la muerte del animal y pérdidas

econdmicas para el productor.

Ademas, los resultados que se obtuvieron a nivel de fincas, para Babesia spp. Y
Anaplasma marginale en el estudio de Caroa Caiza fue 42,8% (3/7 fincas), 85,7% (6/7 fincas)
respectivamente, mediante observacién microscopica. Del mismo modo, las enfermedades
detectadas por finca mediante PCR para B. bovis, B. bigemina y A. marginale fueron 71,42

% (5/7 fincas), 85,71 % (6/7 fincas) y 85,71 % (6/7 fincas), respectivamente.
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En un estudio realizado en los cantones Rio Verde, Quinindé y Eloy Alfaro en la
provincia de Esmeraldas la prevalencia de anaplasmosis es de 86%; de acuerdo con los
estudios verifican una ausencia en asistencia veterinaria y vacunacion de sus animales. Hay
un uso inadecuado de acaricidas y no llevan un registro de sus animales. (Fernandez Gomes,

2018)

En la provincia de Pastaza se determina una prevalencia de anaplasmosis del 68%
obtenidos por la técnica de ELISA, donde establecieron primeramente el punto de corte a
través de la Densidad Optica (DO) para detectar anticuerpos anti MSP5r de A. marginale
(DO=0,267) y Trypanosoma spp. (DO=0,245). Estableciendo sus seroprevalencias se
consider6 como positivos todos aquellos sueros que presentaron DO superiores a sus

respectivos puntos de cortes. (Medina Naranjo, y otros, 2017)

La prevalencia de A. marginale en el canton Santa Isabel fue de un 53%, que comparado
con estos porcentajes de prevalencias indican un rango elevado de susceptibilidad de la
enfermedad, mayormente en fincas y pequefios productores ganaderos de diferentes zonas

tanto del cantén como del litoral ecuatoriano.

En el Ecuador la prevalencia varia segun el estudio y la region; las prevalencias que se
observan en los diferentes estudios estan determinadas por el tipo de método diagndstico

usado, ya que varian segun su especificidad y sensibilidad.

Para (Corona & Martinez, 2011) la proteina MSP5 de A. marginale resulta de gran
utilidad en ensayos de formato ELISA, ya que elimina los problemas sefialados de los
antigenos crudos, utilizados en otras técnicas como la aglutinacién en tarjeta. EI gen msp5 es
de gran utilidad para el diagnoéstico molecular, mediante PCR, en animales persistentemente

infectados. Este gen y su producto de expresién son recomendados para el monitoreo de
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animales durante el movimiento internacional de ganado y en programas de control de la

anaplasmosis bovina.

En cuanto a los frotis de sangre tefiidos con Giemsa son el Gold estandar para
diagnosticar anaplasmosis bovina en individuos, pero es eficaz inicamente en casos donde hay
sintomatologia clinica. Esto se debe a que animales que estan cursando el periodo prepatente
de la enfermedad o presentan enfermedad subclinica (reservorio de la enfermedad) tienen poca

cantidad de eritrocitos infectados por lo que no son detectables microscépicamente.

Este es el caso del estudio realizado por (Soto, 2010) donde la prevalencia obtenida en
el Camal Metropolitano de Quito con frotis sanguineo fue del 28,18%, comparada con 91,71%

y 91,16% por medio de las técnicas PCR y c-ELISA respectivamente.

Al igual que (Mufioz Guarnizo, 2017) Este método es capaz de detectar niveles de
parasitemia de 0,1 a 0,2 %; sin embargo, aungue se sabe que el diagndstico en animales
portadores se dificulta con el uso de esta técnica, en ocasiones se utiliza como una primera
herramienta de diagndstico, ante el desconocimiento de la prevalencia de A. marginale en una

zona determinada.

A través del andlisis estadistico se pudo comprobar que la presencia o ausencia de la
enfermedad no tiene relacion con la edad, el sexo y la procedencia del ganado. Al igual que
(Escobar, y otros, 2015) nos sefiala que la presencia o ausencia de la enfermedad es
independiente del lugar de donde proviene el bovino, determinando también que el grado de
contaminacion por A. marginale en un rebafio puede ser significativo en parentales, como en

su progenie en las zonas de prevalencia de la enfermedad.

Para (Mufioz Guarnizo, 2017) La gravedad de la enfermedad aumenta con la edad del
animal, ya que los terneros son mucho mas resistentes al desarrollo de anaplasmosis clinica.

En los bovinos de mas de dos afios de edad, A. marginale provoca una enfermedad leve o grave,
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los bovinos jovenes se consideran mas resistentes a los efectos de una infeccion por A.
marginale. Con relacion a las razas, todas las razas de bovinos son susceptibles, pero Bos

indicus sufre en forma mas leve la infeccion que Bos Taurus.

De igual manera (Soto, 2010) en su trabajo de investigacién agrega diferentes
discusiones en cuanto a la edad, sexo y procedencia en el que nos dice que, en cuanto a la edad
de los bovinos, las diferencias observadas no tuvieron una significancia estadistica (p>0,05),

lo que demuestra que la edad no influyé en la presencia o ausencia de la enfermedad.

Para (Benitez, 2003) y (Arreaga, 2004) todos los animales estan predispuestos a la
infeccidn sin importar la edad, sin embargo, en el trabajo realizado por (Villafuerte, 2001), la
susceptibilidad de los bovinos a Anaplasma tiende a estar asociado con la edad, determinando
que, a mayor edad, los animales son mas propensos. Con relacién al sexo, si se observaron
diferencias significativas (p<0,05) indicando que la presencia o ausencia de la enfermedad

depende del sexo del bovino.

De similar manera cita que, en el Ecuador tradicionalmente los animales machos son
destinados a la produccién de carne por lo que son llevados en mayor proporcion al
faenamiento. Segun Arreaga (2004) en un estudio realizado en haciendas de la Provincia del
Guayas en animales de doble propdsito determind una prevalencia de 1,3% en machos 'y 7,7%
en hembras, por otra parte, Villamil (2005) reporté prevalencias en machos y hembras de 62%
y 65,9% respectivamente, indicando que no existen diferencias estadisticas. Con respecto a la
procedencia, los bovinos que ingresan a la EMRQ presentan una guia de movilizacion que es

obligatoria para el faenamiento, en donde consta la procedencia de los animales.

Los bovinos muestreados procedieron de 7 provincias del Ecuador, observandose que
el 49,17% (89/181) de bovinos procedieron de la provincia de Sto. Domingo de los Tsachilas.

Esto se debe a que esta zona es considerada como una de las mas importantes en la produccion
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bovinay debido a su proximidad a la capital, abastece de ganado destinado para el consumo de
carne, ademas en esta provincia se realizan ferias de comercializacién de ganado todas las
semanas. Sobre la base estadistica, se encontraron diferencias significativas (p< 0,005),
determinandose que la procedencia del bovino influye en la presencia o ausencia de la

enfermedad.

La prevalencia obtenida en la provincia de Sto. Domingo de los Tséchilas con esta
técnica fue de 26,97% (24/89), inferior a la reportada en el trabajo realizado por Martinez
(1975) y superior a la obtenida por Rosillo (1996), quienes utilizando esta técnica como medio

de diagndstico, obtuvieron valores de 6,67% y 28,6%, respectivamente.

Finalmente, la edad, sexo y procedencia no reflejan datos significativos en varios
estudios realizados, las zonas a estudiar dentro de los limites del litoral ecuatoriano con climas
tropicales y subtropicales, generan variaciones en las prevalencias, diferentes zonas pueden
tener un grado mayor de susceptibilidad a la enfermedad ya que el clima del pais es variado
como tal y ligado a los tipos de clima donde sera determinante la presencia del vector y las

prevalencias mas altas se reflejan en zonas mas tropicales del pais.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones

- El presente trabajo de investigacion se realizo en el Canton Santa Isabel, provincia del
Azuay, encontrando una prevalencia de anaplasmosis del 53% de 188 bovinos
muestreados por medio de la técnica de ELISA competitivo.

- Los resultados de la investigacion revelan que esta enfermedad sigue siendo prevalente
en el cantdn Santa Isabel y sus alrededores, demostrando que existe ineficiencia en el
cuidado, manejo y sanidad de los animales, la aplicacién de cuarentena para animales
recién incorporados, la falta de vacunacién y mal uso de desinfectantes y acaricidas en
el lugar.

- Los pisos climaticos, ya sea tanto de una region como de un sector en especifico influye
relativamente en la susceptibilidad de la enfermedad hacia los animales, una pequefia
diferencia en cuanto a la temperatura crea un ambiente de mayor o menor desarrollo de
los vectores y su nivel de parasitismo.

- Es importante tomar en consideracion que en las ferias ganaderas que se desarrollan en
el cantén Santa Isabel también llegan animales provenientes de otros sectores; los
cuales pueden padecer la enfermedad en diferentes etapas aumentando la

susceptibilidad hacia los animales residentes y elevar la prevalencia de esta.
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5.2.Recomendaciones.

Efectuar campafias de concienciacion periddica a los productores ganaderos sobre la
importancia de la Anaplasmosis para evitar el incremento infeccioso de esta
enfermedad hemo parasitaria.

En cuanto a los trabajos investigativos de Anaplasmosis bovina, se sugiere implementar
analisis de medidas de asociacion de varios factores con respecto al desarrollo de la
enfermedad, para determinar la interaccion de factores asociados.

Implementar como medida de control en cada establecimiento la realizacidn de pruebas
seroldgicas antes de la movilizacion de animales.

Implementar programas de desparasitacion de ectoparésitos periodica de todos los
animales que ingresen a los hatos ganaderos y ferias.

Realizar estudios a nivel nacional especialmente en la costa y oriente ecuatoriano para
determinar la situacion real de la enfermedad en hatos ganaderos, ademas de su

epidemiologia, clinica y vectores.



66

6. BIBLIOGRAFIA.

Alcaraz, E. L. (1999). ANAPLASMOSIS BOVINA. Obtenido de Producciéon Animal:
https://www.produccion-
animal.com.ar/sanidad_intoxicaciones_metabolicos/infecciosas/bovinos_en_general/4
0-anaplasmosis.pdf

Arreaga, K. (2004). Determinacion de la prevalencia de Anaplasmosis en el canton General
Antonio Elizalde (Bucay). (Tesis de Grado). Universidad Agraria del Ecuador,
Guayaquil.

Benavides, E., Romero, J., & Villamil, L. (2016). Las garrapatas del ganado bovino y los
agentes de enefermedad que transmiten en escenarios epidemiologicosde cambio
climatico. Costa Rica, San José: IICA. Obtenido de
http://repiica.iica.int/docs/B4212e/B4212e.pdf

Benitez, W. (2003). Determinacién de la presencia de Anaplasma en el ganado bovino del
canton Jama, Provincia de Manabi. (Tesis de Grado). Universidad Agraria del
Ecuador, Guayaquil.

Brayton, K. A. (2012). Transmision de Anaplasma marginale por garrapatas. Revista
mexicana de ciencias pecuarias, 3(1), 41-50. Obtenido de
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2007-
11242012000500006

Caroa Caiza, D. (2020). Identificacion de hemoparéasitos en sangre de bovinos y humanos, en
dos éreas ganaderas de la provincia de Morona Santagio a través de microscopia y
Ncpr. Universidad central del Ecuador, 49-50. Obtenido de
http://www.dspace.uce.edu.ec/bitstream/25000/22424/1/T-UCE-0014-MVE-113.pdf

Corona, B., & Martinez, S. (2011). DETECCION DE Anaplasma marginale EN BOVINOS,
MEDIANTE LA AMPLIFICACION POR PCR DEL GEN msp5. Salud Animal,
33(1), 24-31. Obtenido de http://scielo.sld.cu/pdf/rsa/v33n1/rsa04111.pdf

Corona Gonzéles, B., Obregon, D., Aleman, Y., Pastor, A., Vega, E., Diaz, A., & Martinez,
S. (Mayo-Agosto de 2014). Tendencias en el diagndstico de la anaplasmosis bovina.
Revista de Salud Animal. Scielo., 36, 4. Obtenido de
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0253-570X2014000200001

Coronado, A. (2001). ¢Es Boophilus microplus el Principal Vector de Anaplasma marginale?
Nota Técnica. Revista Cientifica FCV-LUZ, XI(5), 408-411. Obtenido de
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahU
KEwjrgsTs8PXxAhVVRTABHbOR4CGCcQFJAEegQIDXAD&url=https%3A%2F%2Fp
roduccioncientificaluz.org%2Findex.php%2Fcientifica%2Farticle%2Fdownload%2F1
4795%2F14772%2F&usg=A0vVaw3ASylh9 JGYCpmfxLIMGv

De la Sota, M. D. (2004). Manual de procedimientos de anaplasmosis y babesiosis. Buenos
Aires, Argentina: SENASA. Obtenido de



67

http://www.intranet.senasa.gov.ar/intranet/imagenes/archivos/dnsa/manuales_de proc
edimiento/29%20Anaplasmosis.pdf

Diaz, D., Valera, Z., De Andrade, E., Parra, O., Escalona, F., & Ramirez, R. (2003).
REVALENCIA DE Anaplasma marginale EN BOVINOS DEL SECTORLA
PINATA, MUNICIPIO LA CANADA DE URDANETA,ESTADO ZULIA,
VENEZUELA. FCV. LUZ, XI11(3), 193-198. Obtenido de
https://produccioncientificaluz.org/index.php/cientifica/article/view/14978/14955

Duque Campuzano, S. (2017). Anaplasmosis bovina “historia, actualidad, clinica
eimpactoeconomico en la ganaderia”. 2017. Facultad de Ciencias Administrativas y
Agropecuarias, Caldas. Antioquia. Obtenido de
http://repository.lasallista.edu.co/dspace/bitstream/10567/2171/1/Anaplasmosis_bovin
a.pdf

Escobar, A., Cevallos, O., Villareal, P., Carranza, M., Carranza, H., & Pinargote, E. (2015).
Prevalencia y deteccién por PCR anidada de Anaplasma marginale en bovinos y
garrapatas en la zona central del litoral Ecuatoriano. Ciencia y tecnologia, 8(1), 11-18.
Obtenido de
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&u
act=8&ved=2ahUKEwicqZ7Yi-
31AhUSRDABHSktDJEQFNOECAMQAQ&uUrl=https%3A%2F%2Frevistas.uteq.edu.
ec%2Findex.php%2Fcyt%?2Farticle%2Fdownload%2F145%2F159%2F212&usg=A0
vVaw0eUsy-P4e3z3MYnvMhWyAd

Felgueroso Espi, A. (2011). Las garrapatas como agentes transmisores de enfermedades para
los animales y el hombre. SERIDA.ORG, 4. Obtenido de
https://ria.asturias.es/RIA/bitstream/123456789/1483/1/Archivo.pdf

Fernandez Gomes, D. (21 de mayo de 2018). Prevalencia de anaplasmosis bovina en los
cantones Rio Verde, Eloy Alfaro y Quinindé en la provincia de Esmeraldas.
Universidad San Francisco de Quito USFQ, Quito. Obtenido de
https://repositorio.usfg.edu.ec/bitstream/23000/7285/1/138148.pdf

Fosgate , G., Urdaz- Rodriguez, J., Dunbar, M., Rae, D., Donovan , G., Melendez , P., & et.
al. (2010). Diagnostic accuracy of methods for detecting Anaplasma marginale
ifection in lactind diary cattle of Puerto Rico. J Vet Diagn Invest., 22(2), 192-199.
Obtenido de https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20224076/

Gobierno Autonomo Decentralizado de Santa Isabel. (2020). GAD SANTA ISABEL -
Ubicacion Geografica. Obtenido de https://santaisabel.gob.ec/

Goffw, Barbet , A., Stiller, D., Palmer, G., Knowles , D., Kocan, K., & et al. (1988).
Detection of Anaplasma marginale infected tick vectors by using a cloned DNA
probe. USA: Proc Natl Acad Sci. Obtenido de
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/3422471/

Gutierrez, C. N. (2016). Ehrlichiosis Canina. Saber, 28(4), 641-665. Obtenido de
http://ve.scielo.org/pdf/saber/v28n4/art02.pdf



68

Hernandez Cordova, M. A. (2016). Anaplasmosis bovina:abordaje clinico y patolédgico de la
enfermedad. 2016. Corporacién Universtaria Lasallista , Colombia. Obtenido de
http://repository.lasallista.edu.co/dspace/bitstream/10567/1739/1/Anaplasmosis_bovin
a.pdf

Keiser, S., Eriks, 1., & Palmer, G. (16 de Abril de 1990). Cyclic Rickettsemia during
persistent Anaplasma Marginale Infecction of cattle. Infection and Immunity, 58(4),
1117-1119. Obtenido de https://journals.asm.org/doi/epdf/10.1128/iai.58.4.1117-
1119.1990

Kuttler, K., Zaraza, H., & Roberts, E. (1969). Examen de las tecnicas de inmunizacion contra
anaplasmosis y babesiosis. SEPARATA DE LA REVISTA "ICA", 4(3), 139-146.
Obtenido de https://pdf.usaid.gov/pdf_docs/PNRAAL117.pdf

LOSA. (2019). REGLAMENTO GENERAL DE LA LEY ORGANICA DESANIDAD
AGROPECUARIA. Quito, Ecuador: LEXISFINDER. Ley 919/2019, de 29 de
noviembre de 2019, (Reglamento) LEY ORGANICA DE SANIDAD
AGROPECUARIA - LOSA. Registro Oficial Suplemento 91. Quito. 29 de noviembre
de 2019, nim. 91, 1-92. Obtenido de
http://www.epmrg.gob.ec/images/servicios/Reglamento_LOSA.pdf

Mathieu, M. (17 de Abril de 2019). ELISA ¢Que es? ¢En que consiste? ¢ Cuales son los
distintos tipos de este ensayo y en cual se diferencian? All science. Ciencia,
tecnologia y ambiente. Obtenido de https://www.e-
allscience.com/blogs/articulos/elisa-que-es-en-que-consiste-cuales-son-los-distintos-
tipos-de-este-ensayo-y-en-que-se-diferencian

McElwain, T. (2000). Bovine anaplasmosis. Chapter 2.3.7. In manual of standards for
diagnostic test and vaccine., 399-341.

Medina Naranjo, V. L., Reyna Bello, A., Tavares Marques, L. M., Campos, A. M., Ron
Roman, J. W., & Monayo, J. C. (2017). DIAGNOSTICO DE LOS
HEMOTROPICOS Anaplasma marginale, Trypanosoma spp. Y Babesia spp.
MEDIANTE LAS TECNICAS DE ELISAi Y PCR EN TRES FINCAS
GANADERAS DE LA PROVINCIA DE PASTAZA, ECUADOR. Redalyc,
XXVII(3), 162-171. Obtenido de
https://www.redalyc.org/journal/959/95952010005/movil/

Mufioz Guarnizo, T. R. (abril de 2017). Prevalencia de Anaplasma marginale en bovinos de
la provincia Zamora Chinchipe, Ecuador. Salud Animal, 39(1), 7. Obtenido de
http://scielo.sld.cu/pdf/rsa/v39n1/rsa09117.pdf

Olguin y Bernal, A. (2007). ANAPLASMOSIS BOVINA. Obtenido de PDF4PRO:
https://pdf4pro.com/amp/view/anaplasmosis-ammveb-net-1035c3.html

Organizacion Mundial de Salud Animal (OIE). (2008). Bovine anplasmosis. Manual of
diagnostic test and vaccines for terrestrial animals., 6, 599-610.

Palmer , G., Barbet, A., Musoke , A., Katende, J., Rurangirwa, F., Varda, S., . . . Mcguirre, T.
(1988). Recognition of conserved surface protein epitopes on Anaplasma centrale and
Anaplasma marginale isolates from Israel, kenya and the Unites states. En G. H.



69

Palmer, ANAPLASMA MARGINALE (Vol. 18, pags. 33-38). Argentina: J. Parasitol.
Obtenido de
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/0020751988900331?via%3Dihu
b

Palmer GH, Barbet , A., Kuttler, K., & McGuirre, T. (1986). Detection of Anaplasma
marginale common surface proteins in all stages of infection. J Clin Microbiol., 23(6),
1078-1083. Obtenido de
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC268797/pdf/jcm00107-0100.pdf

Quiroz, H. (1990). PARASITOLOGIA. MEXICO: LIMUSA S.A.

Rodriguez, G. (18 de Julio de 2014). Anaplasmosis y Piroplasmosis. Obtenido de
Ganaderia.com: https://www.ganaderia.com/destacado/Anaplasmosis-y-Piroplasmosis

Sanchez, F. (1984). PREVALENCIA DE ANAPLASMOSIS y BABESIOSIS EN EL
CENTRO EXPERIMENTAL PECUARIO DE ALDAMA TAMAULIPAS. Tec. Pec.
Mex.46, 88-92. Obtenido de
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&u
act=8&ved=2ahUKEwjpxb2Z10bxAhWNMVKFHQXxSB18QFNoECAMQAA&uUrl=h
ttps%3A%2F%2Fcienciaspecuarias.inifap.gob.mx%2Findex.php%2FPecuarias%2Far
ticle%2Fdownload%2F3292%2F2712&usg=A0vVaw0znTSKv8BO

Shompole, S., Waghela, S., Rurangirwa, F., & McGuire, T. (7 de Dec de 1989). Cloned DNA
probes indentify Anaplasma Ovis in goats and reveal a high prevalence on infection.
(Vol. 12). J Clin Microbiol. Obtenido de https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/2592538/

Sierra, J. (03 de Octubre de 2013). Anaplasmosis Bovina. Obtenido de SlideShare:
https://es.slideshare.net/jesierra/anaplasmosis-bovina-jer

Soto, K. (2010). DETERMINACION DE LA PREVALENCIA DE ANAPLASMOSIS EN
EL GANADO BOVINO FAENADO EN LA EMPRESA METROPOLITANA DE
RASTRO DE QUITO (EMRQ) MEDIANTE LA APLICACION DE LAS
TECNICAS DE DIAGNOSTICO: MICROSCOPIA DE FROTIS SANGUINEOS,
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA. (Tesis de Grado). Escuela
Politécnica del Ejercito, Quito, Ecuador. Obtenido de
http://repositorio.espe.edu.ec/bitstream/21000/2846/1/T-ESPE-030491.pdf

Trabattoni, E. (2015). Tratamientoo y Vacunacion en Anaplasmosis y Babesiosis en Bovinos.
ESPERANZA distribuciones. Sitio Argentino de Produccion Animal., 1-7.

Vanzini, V., & Ramirez, L. (1994). Babesiosis y anaplasmosis bovina Diagnostico,
Epidemiologia y control. Sitio Argentino de Produccion Animal, 25(3), 137-190.
Obtenido de https://www.produccion-
animal.com.ar/sanidad_intoxicaciones_metabolicos/parasitarias/Bovinos_garrapatas_t
risteza/56-babesiosis_y_anaplasmosis_bovina.pdf

Veterinary Medical Resarch and Development. (2021). ANAPLASMA ANTIBODY TEST
KIT, cELISA v2. 2. Washington, USA.

Villafuerte, G. (2001). Prevalencia de Anaplasmosis Bovina en el canton Lomas de
Sargentillo. Provincia del Guayas. Universidad Agraria del Ecuador , Guayaquil.



70

Visser, E., & Ambrosio, R. (Dec de 1987). DNA probes of detection of Anaplasma centrale
and Anaplasma marginale. (Onderstepoort, Ed.) JVet Res, 54(4), 623-627. Obtenido
de https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/2832800/

Zambrano, J. (2016). GUIA PARA LA CORRECTA TOMA DE SANGRE EN BOVINOS A
PARTIR DE LA VENA COCCIGEA Y DE LA VENA YUGULAR EXTERNA. Obtenido
de Universidad Nacional de Colombia:
http://medicinaveterinariaydezootecnia.bogota.unal.edu.co/fileadmin/FVMZ/Servicios
/bioetica/Pro_autorizados/001_Guia_toma_sangre_bovinos.pdf



7. ANEXOS.

71

Anexo A. Lista de medicamentos para tratamiento de anaplasmosis bovina.

TRATAMIENTO

Medicamento

Dosis

Oxitetraciclina soluble (Clorhidrato)
Retiro: leche 3 dias- carne 10 dias.

Presentacion comercial: 500mg/ml

10 mg/kg. Via IM o0 EV

Oxitetraciclina L.A (base)
Retiro: leche 6 dias- carne 28 dias

Presentacion comercial: 200 mg/ml

20 mg/kg. Via IM

Imidocarb Dipropionato

Retiro dosis no esterilizante: leche 6 dias-
carne 7 meses.

Retiro dosis esterilizante: 14 dias.

Presentacion: Imizol (Intervet Ecuador) de
120 mg/ml

Dosis no esterilizante: 3mg/kg (2.5 ml cada
100kQ)

Dosis esterilizante: 5 mg/kg (2.5 ml cada
100 kg)

(Trabattoni, 2015)

Anexo B: lista de protocolos de tratamiento para anaplasmosis bovina.

PROTOCOLO
SDE
TRTAMIENT
©)

Protoclo N°1
Anaplasmosis
Clinica

Se obtiene mejores resultados al iniciar el tratamiento antes de que el
hematocrito descienda por debajo del 15%. Si él % de eritrocitos
infectados es mayor al 15%, el tratamiento es poco efectivo y la
recuperacion dependera de la médula dsea.

Opcion a) Clasico: elegir una de las dos drogas

Oxitetraciclina soluble (Clorhidrato): 10 mg/kg IM o EV (2 ml cada 10
kg), una dosis diaria, durante cuatro dias bien...

Oxitetraciclina LA: 20 mg/kg, IM (1 ml cada 10 kg), una dosis.
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Opcioén b) De eleccion: “Tratamiento combinado” (aplicar en el mismo
momento, pero en puntos diferentes)
Oxitetraciclina Soluble:5 mg/kg IM o EV (1 ml cada 10 kg), una dosis. +

Oxitetraciclina LA: 20 mg/kg, IM (1 ml cada 10 kg) una dosis.

Protocolo N°2
Eliminacion de
estado de
portador o
esterilizacion

del animal.

Opcion a) Oxitetraciclina LA: 20 mg/kg, (1 ml cada 10 kg), IM, en total
3 dosis, con 7 dias de intervalo entre cada una.

Opcion b) Oxitetraciclina Soluble: 20 mg/kg (4 ml cada 10 kg), IM o
EV, una dosis diaria durante 5 dias.

Opcion c¢) Oxitetraciclina Soluble: 10 mg/kg | (2 ml cada 10 kg), M o

EV,una dosis diaria durante 10 dias

Protocolo N° 3
Medicacion
durante la
estacion del
afio donde hay

mas vectores

Opcion a) Oxitetraciclina LA: 20 mg/kg, (1 ml cada 10 kg), IM, una
dosis diaria, cada 21 a 28 dias.
Opcion b) Oxitetraciclina Soluble: 10 mg/kg (2 ml cada 10 kg), IM o

EV, una dosis diaria, cada 21 a 28 dias

Protocolo N°4
Brote severo de

Anaplasmosis

. Realizar un protocolo de vacunacién bajo control veterinario porque
puede haber reacciones adversas.

2. Aplicar tratamiento combinado a todos los animales.

3. Luego tomar muestras de sangre en una proporcién del 10% del hato
(con un minimo de 20 y méaximo de 100 muestras).

4. A los 7 dias del tratamiento vacunar animales.

5. Hacer control de temperatura y otros signos de la enfermedad 10 dias
después de la aplicacion de la vacuna. En lote grande tomar lote testigo.

6. Si hay signos de la enfermedad, tratar al lote a los 30 dias posteriores a
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la vacunacion con oxitetraciclina LA 20 mg/kg 1M,

una dosis. No hay riesgo de esterilizar

Protocolo N° 5
Identificacién y
tratamiento de

los portadores.

e % de animales positivos a ELISA inferior al 8%: hay bajo riesgo de
aparicion de casos clinicos. Identificar por medio del test de

ELISA (anticuerpos) a todos los positivos y eliminar el estado de
portador (esterilizar). Definir si es necesario vacunar a terneros de

entre 4 y 10 meses de edad.

e % de animales positivos a ELISA entre el 8 al 75%: Identificar por
medio del test de ELISA a todos los positivos y eliminar a todos los
portadores (esterilizar). Vacunar a terneros de entre 4 y 10 meses de
edad.

e % de animales positivos a ELISA superior al 75%: tratamiento masivo.

No es necesario vacunar

Protocolo N
Vacunacion
masiva y
control con
Imidocarb a los
28 dias post

vacunacion.

Categoria Rang | Aplicacion | Aplicacion | Observacione
ode | devacuna Imidocarb S
prefie | monovalent | 28 dias post
zen e vacunacion
dias Dosis/anima
I cc/100 kg
Ternero 4-11 0 Si 0 Controlar
meses posibles casos
de
enfermedad a
los dias 30-45
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post-
vacunacion
Vaquillonas > 11 | 35- Si 2,5
meses prefiadas 150
151- | No 1 Vacunar
282 luego del
parto con el
criterio de
vaca vacia 'y
hacer
profilaxis con
Imidocarb
Vacas | Vacia |0 Si 1
secas S
Prefia | 35- Si 2,5
das 150
151- | Si 1 Vacunar
282 luego del
parto con el
criterio de
vaca vaciay
hacer
profilaxis con
Imidocarb
Vacias |0 Si 1
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Vacas | Prefiada | 35- Si 2,5

en S 150

ordefi No 1 Vacunar

0 luego del
parto con el
criterio de
vaca vacia 'y
hacer
profilaxis con
Imidocarb

(Trabattoni, 2015)

Anexo c: Fotografias.

a. Recoleccion de muestras en el Camal municipal de Santa Isabel.
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b. Ganado bovino proveniente de diferentes zonas del canton Santa Isabel.

———
S

b. Recoleccion de muestras en campo.
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e. Evaluacion de las muestras en laboratorio mediante el kit ELISA competitivo.
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Anexo d. Obtencion de resultados.

RESULTADOS DENSIDAD OPTICA (DO) Enfermedad Fecha Muestra
Anaplasmosis  13/10/2021 individual
1 2 3 a 5 5
A 0,620 0,331 0,200 0,361 0,240
B 0,554 0,252 0,238 0,226 0,438
C 0,520 0,196 0,292 0,174 0,521
D 0,583 0,200 0,602 0,169 0,208
E 0,181 0,559 0,682 0,210 0,174 0,254
F 0,343 0,572 0,451 0,201 0,150 0,157
G 0,176 0,752 0,158 0,437 0,161 0,137
H 0,551 0,593 0,208 0,209 0,229 0,584
RESULTADOS PORCENTUAL PUNTO DE CORTE(S/P%) CON EL POSILLO CONTAMINAD!
1 2 3 4 5 (3
A €3 5775578} -13,86139]E3 45,37954)E3  66,9967}3 40,42904|€3 60,39604
B €3 5676568} 8,580858)3) 58,41584)3 60,72607)53 62,70627|@ 27,72277
c @ 1,1551160% 14,19142D 676567703 s1,81518§3 71,28713| 14,0264
D -1,155116)¢)  3,79538)D  66,9967)@) 0.660066)3 72,11221|¢3 65,67657
E I3 7013201 7.755776)@ -12,541253 65.,34653)3 71,28713|€3 58,08581
F 43,39934) 5.610561)8 25,57756)E3 66,83168)83 75,24752|€3 74,09241
G 70,9571 -24,09241 73,92739 27,88779)€3 73,43234|€3) 77.39274
H 9,075908)@) 2,145215)3 65.67657)€3 65.51155)3 62,21122|@ 3,630363
CONTROL PO!CONTROL NEGATIVO VALIDACION 1 VALIDACION 2
PROMEDIO 0,606 57,2607261
+0,40; -2,10 + 30 %
Especie Kit ELISA
bovinos VMRD Anapla Competitivo
7 8 9 10 11 12 13
0,672 0,623 0,671 0,598 0,798 0,445 0,521
0,609 0,705 0,571 0,675 0,808 0,247 0,198
0,614 0,236 0,481 0,504 0,625 0,234 0,178
0,602 0,623 0,653 0,596 0,174 0,510 0,448
0,367 0,230 0,286 0,250 0,214 0,495 0,180
0,547 0,530 0,555 0,518 0,185 0,367 0,494
0,196 0,577 0,606 0,567 0,190 0,239 0,133
0,405 0,525 0,200 0,635 0,616 0,247 0,266
o]
7 8 9 10 11 12 13
@ -10,89109|& -2,805281)@ -10,72607|% 1,320132)% -31,68317)& 26,56766|0 14,0264
% -0,49505|@) -16,33663|@ 5,775578)@ -11,38614)@ -33,33333)H 59,24092|€3 67,32673
@ -1,320132]€) 61,05611)% 20,62706)% 16,83168| -3,135314)3 61,38614)63 70,62706
@ 0,660066|E) -2,805281|@) -7,755776 | 1,6511155@ 71,28713)@ 15,84158|@3 26,07261
[€3 39.43894|€) 62,0462)3 52,80528)H 58,74587)H 64,68647|% 18,31683|€ 70,29703
&) 9,735974|6) 12,54125)0) 8,415842)7) 14,52 145@ 69,471953) 39,43894|() 18,48185
67,65677|@) 4,785479)@ 0} 6,435644)7) 68,64686)) 60,56106[63 78,05281
g 33,16832|) 13,36634)3 66,9967 -4,785479)®) -1,650165)3 59,24092[¢3 56,10561




14 15 16 17 18 19 20
0,472 0,580 0,614 0,154 0,200 0,283 0,509
0,211 0,774 0,378 0,194 0,600 0,789 0,259
0,486 0,343 0,308 0,647 0,652 0,187 0,563
0,191 0,509 0,610 0,602 0,183 0,292 0,375
0,808 0,150 0,235 0,502 0,606 0,602 0,272
0,517 0,414 0,217 0,610 0,523 0,165 0,219
0,131 0,265 0,532 0,298 0,349 0,166 0,347
0,256 0,230 0,700 0,616 0,322 0,733 0,635
14 15 16 17 18 19 20
@ 22,11221|® 4,290429|® -1,320132§3 74,58746§D 66,9967 53,30033|® 16,0066
|9 65,18152|@ -27,72277)) 37,62376)Q) 67,9868} 0,990099} -30,19802|¢) 57,26073
@ 19,80198|63 43,39934)6) 49,17492) -6,765677) -7,590759)3 69,14191|&) 7,09571
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