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RESUMEN

Se realiz6 un estudio con la finalidad de determliamgrevalencia de Babesiosis bovina en
el canton Santo Domingo de los Tséachilas. Paraimitalmente se estandarizo la técnica

de biologia molecular PCR convencionalRlebovis con una concentracion de ADN de
20 [ngfuL].

La secuencia utilizada para el disefio de la PCRIdugroteina Bv60 de superficie

merozoide mRNA de 60 [kDa] dB. bovis los primers usados fueron BoF/BoR. Se
probo la efectividad de la técnica con 10 muestfasatorias de sangre de bovinos del
camal Metropolitano de Quito, por ser un centrod#gofiegan la mayor cantidad de
bovinos de descarte de todas las provincias ded gake determind presencia
hemoparasito en una de las muestras analizaolasnedio de la técnica de biologia
molecular Reaccion de Cadena de la Polimerasa (PG&Erior a la optimizacion de la

PCR convencional dB. bovisse realiz6 un muestreo de 350 bovinos en 17 haasend
del canton Santo Domingo de los Tsachilas comeddi determinar la prevalencia de la
enfermedad en el cantén, las muestras fueron adabztanto para frotis como para

PCR como pruebgold standay del total de muestras ninguna fue positiva adlas



técnicas posiblemente prevalezcan, en esta zoaa etpecies ddabesiaque causan
Babesiosis bovina.

La PCR deB. bovisoptimizada, puede detectar y diferenciar animalestados corB.
bovis con parasitemias muy bajas; con una sensibilt#ad.25 [ngiL], con lo que se
recomienda ser implementada para un diagnésticeredifial y cualitativo de

Babesiosis bovina.

Palabras clave.-Babesiosi bovinaB. bovis B. bigeminaPCR, Santo Domingo.

ABSTRACT

This study was conducted in order to determineptie@alence of bovine babesiosis in
Santo Domingo de los Tsachilas province. Initiallgs standardized the technique of

conventional PCR ofB. bovis with a DNA concentration of 20 [ng/ul].

The sequence used to design PCR was Bv60 surfateippmRNA merozoide 60
[kDa] of B. bovis the primers used were BoF / BoR. We tested tfextdfeness of the
technigue with 10 random samples of blood fromleatiaughterhouse of Quito, being
a center reach as many cattle culling of all proe;mand hemoparasite presence was
determined in a sample analyzed by molecular biolieghnique Polymerase Chain
Reaction (PCR).

Following the optimization of conventional PR boviswere sampled from 350 cattle
in 17 farms in the Santo Domingo de los Tsachitasipce to determine the prevalence
of the disease in the province, the samples weat¢yzed for both smear and PCR as
gold standard test, the total no samples wereipesi both techniques may prevail in

this area other species of Babesia that cause ébabesiosis.

PCR B. bovisoptimized, can detect and differentiate animaledtdd withB. bovis
with very low parasitemias, with a sensitivity a% [ng / uL], which is recommended

to be implemented for differential and qualitatdiagnosis of bovine babesiosis



INTRODUCCION

La babesiosis bovina es una enfermedad protozdekiganado bovino, transmitida por
garrapatas y causada [@r bovis, B. bigemina, B. divergeragecta a una variedad de
animales e incluso al ser humano, tiem&yor importancia econémica en la ganaderia
debido a que disminuye el peso del ganado (Rodrigu8olorio, 2002) y por ende se
ve afectada la produccién de carne y leche, pudslinvertir en control y prevencién
tanto para contrarrestar los vectores, asi com@ hr suministro de insumos

veterinarios para el tratamiento (Rey, 2004).

En Ecuador se han realizado algunos estudios mésrea la determinacién de la
prevalencia de esta enfermedad en algunas zorlascdsta ecuatoriana, en un trabajo
realizado en el Camal Metropolitano de Quito semeno la presencia de Babesiosis
bovina (Pazmifio, 2011), mediante la utilizacion t&cnicas de diagnostico

microscoépicas y seroldgicas, sin embargo los radott obtenidos no demostraron la
especie que afecta al ganado bovino.

Ademas, la falta de conocimiento de las instituesoencargadas de salud animal, ha
hecho que esta enfermedad no tenga un control adiegusiga causando estragos en el
sector ganadero ecuatoriano, por lo cual el presestudio tiene como objetivo
principal estimar la prevalencia de Babesiosis ten la provincia de Santo Domingo
de los Tsachilas mediante microscopia de frotigs@eo y reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

METODOLOGIA

El presente estudio forma parte del proyecto destigacion cientifica: Estudio sero-
epidemiolégico de enfermedades hemoparasitariaseleganado bovino y equino
mediante técnicas inmunodiagndésticas en el can&moSDomingo de la Provincia de
Santo Domingo de los Tsachilasgl cual fue realizado con fondos de la Escuela

Politécnica del Ejército.



Area de estudio.-El muestreo de campo fue realizado en 17 hacietelasanton Santo

Domingo de los Tséachilas, por ser una zona de pittaluccidon ganadera, se
recolectaron 350 muestras de sangre de bovinos| eanton Santo Domingo de los
Tsachilas por ser uno de los principales centromdgros del pais y presentar una

variedad de especies bovinas, asi como microckuaisopicales.

Recoleccion de muestras de sangrd.as muestras sanguineas fueron extraidas de la
vena caudal de la cola del animal, previa a uneféesion de esta zona (Figura 1). Las
muestras de sangre fueron extraidas en tubos tmoagulante (EDTA de 4[mL]) los
cuales se utilizaron para realizar situ el frotis sanguineo de capa fina y lectura de
hematocrito, para después ser enviadas a los tahosade Biotecnologia Humana y
Animal de la Escuela Politécnica del Ejército, ywservadas a -80°C para su posterior

analisis.

Figura 1: Muestreo de bovinos en el cantén SantoiBgo

Frotis sanguineos Babesia spp.- Se realizo frotis sanguineo en capa fina con tincio

con colorantdright de la casa comercial MERCK.

Hematocrito.- Con el nivel de hematocrito se conoce el porcertajglobulos rojos
que tiene la sangre y se puede determinar el deednemia del animal muestreado,

para medir este nivel se uso el protocolo de marwtocrito (Figura 2).



Figura 2: Lectura de nivel de hematocrito de bovimuestreados.

Optimizacion del Sistema de PCR.La optimizacion de PCR d®. bovisse realizé en
el Laboratorio de Biotecnologia Humana de la Escialitécnica del Ejército ESPE.
Para la optimizacién del sistema de PCR se basbmotocolo establecido: “Multiplex
polymerase chain reaction based assay for the toeteaf B. bigemina,B. bovisand
Anaplasma marginal®NA in bovine blood” de Figueroa et al., (1993).

El ADN control positivo deB. bovis fue proporcionado por la Facultad de

Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia

- Secuencia de ADN previamente publicada, la cualificadla proteina Bv60
presente en la superficie merozoideRlebovis de60 [kDa], Referencia en Gen
Bank: M38218.1.

- Primers especificos paB bovispara amplificar un fragmento de 360 [pb] a partir
de ADN gendmico d8. bovisde la casa comercial Invitrogen (Tabla 1).

- Termociclador Swift maxi modelo MX-BLC-4 (ESCO, §apur).

- Reactivos para ensamblar PCR, los cuales sonatitalen el Tabla 1y 2



Tabla 1: Primers utilizados para la optimizaciorPdER deB. bovis

Primer Secuencia 53" T°melting %GC  Fragmento
BoF CACGAGGAAGGAACTACCGATGT 68.32 50.00
(Forward) TGA 26[pb] ' %
BoR CCAAGGAGCTTCAACGTACGAGGT 70.92 53.85 360[pb]
(Reverse) CA 26[pb] ' %

Tabla 2: Reactivos para PCR y concentraciones

Reactivo Concgn_tracién Concgntracién 1X para una PCR
Inicial Final
Primer forward BoF 100 [pmolfiL] 30 [pmol] 0.3 [uL]
Primer reverse BoR 100 [pmolfiL] 30 [pmol] 0.3 [uL]
dNTP’s 20 [mM] 1 [uL] 1 [uL]
MgCl, 50 [mM] 1.5 [Mm] 1.5 [ul]
Buffer 10 [X] 1[X] 5 [uL]
Taq 50 [mM] 2.5 [U] 0.5 [uL]
Agua 5 [W/pL] - 36.4[uL]
ADN 20 [nghiL] - 5 [uL]
Total 50 [uL] po_r’cada
reaccion

- Ensamble de PCR d& bovis

Para el ensamble de PCR se us6 el control posié\gx bovisa unaconcentracion de
20 ng/uL, se tomo 5[uL] por cada volumen de reacdé 50 [iL] con 2,5 [U] de Taq
Polimerasa Invitrogen™, para el control negativaisé 5[uL] de agua grado PCR el
cual se realiz6 para controlar la contaminaciomedetivos dentro del ensamble, y para
la preparacion de la “master mix” se uso las coimaeiones y volimenes que se
detallan en el Tabla 3, donde se demuestran lantmaciones iniciales y finales de los

reactivos usados en el ensamblaje de la PCR.



Tabla 3: Cantidades y concentraciones de reagpias ensamblar PCR &e bovis

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen
inicial de final por
reactivos reaccion,

1X [pL]
Primer BoF 100 [pmol{u] 30 [pmol/5Qul] 0.3
Primer BoR 100 [pmol{ul] 30 [pmol/5Qul] 0.3
dNTPs 20 [mM] 0.4 [mM] 1
MgCl2 50 [mM] 1.5 [mM] 1.5
Buffer 10[X] 1[X] 5
Taq 5.0 [U fuL] 2.5[U] 0.5
polimerasa
H20 - - 36.4
ADN - 20 [ng/mL] 5
Volumen total de reaccién 50 pl]

- Amplificacion de productos de PCR Bebovis

Luego del ensamblaje se colocd las muestras esrrabticlador, para proceder a la
amplificacion del fragmento deseado bajo las teatpesis optimizadas y los ciclos de
amplificacion establecidosEl programa utilizado en el termociclador Swift max
modelo MX-BLC-4 (ESCO, Singapur) consté de una tl@aaion inicial de 1 [min] a

95°C, alineamiento de 1 [min] a 58°C, extensionniin] a 72°C, seguida de una
extension final de 10 [min] a 72°C y enfriamient® 10 [min] a 4°C. En la tabla 4 se

detallan las condiciones para la amplificacion.

Tabla 4: Programa del termociclador para la angaldion de fragmento de 360pbBlebovis

No. de ciclos Proceso Temperatura [°C] Tiempo
1 Denaturacion Inicial 95 4 [min]
35 Denaturacion 95 1 [min]
35 Alineamiento 58 1 [min]
35 Extensién 72 1 [min]
1 Extensién Final 72 10 [min]

1 Detener la reaccion 4 10 [min]




Ensayo de gradientes de temperaturas

Para determinar la temperatura optima a la cudragimento deB. bovis
amplifica se realizé un ensayo de gradientes dedesturas. La temperatura de
alineamiento de loprimers se calculé a partir de la temperatura de anealing

usando la siguiente férmula:
Tm = 4(C+G) + 2(A+T) + (Regla de Wallace) Ecuacion 1
Ta=Tm-5 Ecuacion 2

Una vez encontrada la temperatura de alineamidrgp g la cual logprimers
hibridaran con el ADN, que generalmente es 5 *Gydetle la Tm (Hill, 1992),
sin embargo para la estandarizacion de la técrecaitdizaron variaciones

superiores a 5°C.

Finalmente se realizé una PCR convencional en umotdclador de gradiente
de temperatura con las mismas condiciones de la &t&hdarizada como se
indica en la tabla. Los resultados se visualizanediante electroforesis en geles

de agarosa al 2 %.

Tabla 5: Temperaturas de alineamiento y melting pamplificar fragmento de ADN d& bovis

Primer Tm [°C]  Gradiente de temperatura [°C]
BoF 78 56
BoR 80 58
61,6
63,6

Promedio de Tm[°C] 79

Ensayo de Adyuvantes

Una vez encontrada la temperatura de alineamiemtiosprimers se realizé dos
ensayos de adyuvantes con el ADN controBdéovis,para el ensayo se utilizaron
Glicerol 5% y Sulfato de Amonio 3[mM], se llevé abo con un volumen de
reaccion de 50uLL] con 2,5 [U] deTaqPolimerasa Invitrogen™. Los resultados se

visualizaron mediante electroforesis en geles deosg al 2 %.



- Determinacion de sensibilidad analitica

Para determinar y evaluar el limite de detecciétad@CR de ADN dé. bovis se
realizaron diluciones seriadas del ADN control peside B. bovisusando como

diluyente buffer TE, pues el ADN fue suspendidesta buffer.

Se partié de una concentraciéon de ADN de 20 [ng&sd] realizd 5 diluciones con
un factor de dilucidn 1:2, y se corrio el prograemeel termociclador. Los resultados

se visualizaron mediante electroforesis en gelemdeosa al 2 %.

- Ensayo de Especificidad

Para evaluar la especificidad de los primers B&®R para la amplificacion de un
fragmento de ADN de 360 [pb] d& bovis se realizdé un ensayo de especificidad
usando ADN dePseudomona spp, Acinetobacter spp., y Babesia geras
cuales fueron diluidas hasta ser llevadas a unaeotracion de 20 [ng/mL], los
ADNs fueron facilitados del cepario del LaboratataBiotecnologia Humana de la
ESPE, se corrié el programa en el termociclados tasultados se visualizaron

mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 %.

RESULTADOS

Prevalencia deB. bovisen el canton Santo Domingo de los Tséachilas median
frotis sanguineo.-Mediante la técnica de frotis sanguineo se demagis las 350
muestras observadas mediante microscopio LOMO Rbf,aumento 100X, ninguna

present@®. bovises decir el 100% de las muestras no presentagarasito.
Estandarizacion de PCR deéBabesia bovis.-

- Dilucion de los Primers BoF/BaR.os primers fueron diluidos con agua PCR grado
biologia molecular y se llevé a una concentraciérid0 [pmoliL], luego se corrio en

gel para determinar su integridad y pureza comutsestra en la figura 3.



BoF BoF BoR BoR

Figura 3: Primers BoF y BoR para PCRRIébovis

- Ensayo de gradiente de temperatura

Para este ensayo se utilizé un volumen de react@@®0 [iIL] con 2,5 [U]. deTaq
Polimerasa y concentracion de ADN de 20 jindy El gradiente de temperatura fue
56, 58, 61.6 y 63,6°C. Siendo la temperatura d€ 5B 6ptima pues no se observan

productos inespecificos como en las otras tempasafiigura 4).

L% T, L LE T2 Ta Ta Ta Ta

1000pb
500pb
360pb
200pb
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Figura 4.-Ensayo de optimizacién de temperaturas BER deB. bovis,Electroforesis en gel de agarosa
al 2%, volumen de reaccién 3], donde se observan los productos de PCB.deovis M;=Marcador
molecular de 100pb;.¥ 56°C; T,= 58°C; T;=61,6; T,=63.6.



- Ensayo de adyuvantes

En el ensayo de adyuvantes de la figura 3.4 seditih volumen de reacciéon de p0J
con 2.5 U deTaq Polimerasa y otro ensayo con volumen de reaccio80fle.] con
1.25U (Figura 5). Sin adyuvantes se amplificoragfnento de 360 pb, con BSA 0,8
[ng/uL] no hubo amplificacibn mientras que con glicerol 5% se disminuye la
amplificacion del fragmento de PCR, por lo cual cemcluye que los adyuvantes

inhiben la amplificacion de fragmentos de PCR [marbovis.

Figura 5: Ensayo de adyuvantes para PCB.deovis volumen de reaccion 3@l] donde se observan
los productos de PCR d& bovis M;=Marcador molecular de 100pb;ASin adyuvante; & BSA 0.8
[ug/uL]; As=Glicerol 5%.

- Ensayo de Sensibilidad Analitica

Se realiz6 una PCR, utilizando diluciones del aanpositivo deB. bovis el cual
inicialmente se encontré a una concentracion init@a20 [ngiL], volumen de reaccion

fue de 50 jiL] con 2,5 [U] deTagPolimerasa como se observa en la Figura 6, se pudo
detectar amplificacion de fragmentos de ADNBlebovis hasta la dilucion namero 5,
las diluciones fueron 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32offercion: L ADN/uL de TE], cada
una de las cuales presentaban concentraciones fi@/uQ]; 5 [ng/uL], 2.5 [ngiuL],

1.25 [ngliL]. A diluciones mas bajas que 1:16 con concertrees de ADN menores a
1.25 [ng{(iL], no se vio amplificacion de productos de PCR.
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Figura 6: Ensayo de sensibilidad analitica de PER.dovis,Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%,
donde se observan los productos de PCRBdboviscon varias diluciones de ADN. MMarcador
molecular de 100pb; & 10 [ngliL]; D=5 [ngiL]; D3=2.5 [ngliL]; D4=1.25 [nglL]; Ds=0.625[ngpL];
CN=Control Negativo.

- Parametros de PCR &e bovis

La concentracion de ADN usada para la optimizadéra PCR es de 20 [nd/ La
secuencia utilizada para el disefio de la PCR fueé@ldkDa], de la proteina de
superficie merozoide mRNA d& bovis los primers usados son BoF/BoR, los cuales se
llevd a una concentracion de 30 [pmol], ademassse20 [mM] de dNTFRs, 1.5 [mM]

de MgC), 1X Buffer, 2.5 [U] de Taq Polimerasa y|d.|] de ADN por cada reaccion.

El programa dentro del termociclador utiliza 33ascde denaturacion del ADN molde,
amplificando un fragmento especifico p&abovisde 360 pb. La denaturacion es de 1
[min] a 95°C, alineamiento de 1 [min] a 58°C, exsién 1 [min] a 72°C, extension final
de 10 [min] a 72°C y un enfriamiento de 10 [mif’€.

- Ensayo de especificidad de PCRBddovis

Mediante el ensayo de especificidad se determiredagiprimers eran especificos para
el género dé3. boviscomo se muestra en la figura 7, puesto que noicapbn para
ninguna de las especies que se probaron y fudofrigemina, Pseudomona spp.,

Acinetobacter spp.
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Figura 7: Ensayo de especificidad de PCRBdbovis,volumen de reaccion 50[], donde se observan
los productos de PCR de 360pb Blebovis M;=Marcador molecular de 100pb; Bd&- bovis Bi= B.

bigemina;Ac= Acinetobacter sppgPs=Pseudomona spp.

- Andlisis preliminar de PCR d&. bovis

Para evaluar la efectividad de la PCR se analizh@omuestras sanguineas de bovinos
recolectadas al azar en el camal metropolitano uico EMRQ, la muestra M1, dio

positivo al diagnostico determinando la preseneiB.dbovis(Figura 8).
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Figura 8: Electroforesis de productos de PCR Corieeal deB. bovis, gel 2%, Muestras Camal
Metropolitano de Quito, Hernandez, 2012: C(+) = t@mnpositivo B. bovis; M1= Muestra camal

positiva; M2=Muestra camal 2; M3=Muestra camal 34:MMuestra camal 4; M5=Muestra camal 5;
M6=Muestra camal 6; M7=Muestra camal 7; M8=Muestmal 8; M9=Muestra camal 9; M20=Muestra

camal 10; C(-) = Control negativo.



Estimacion de prevalencia ddB. bovisen el canton Santo Domingo de los Tsé&chilas
mediante PCR.-La técnica de extraccién de ADN y su cuantificacidediante gel y

NanoVue™, permitio detectar un ADN integro y purolas 350 muestras analizadas
(figura 9). Todas las muestras fueron viables dugive la mayoria debieron ser

diluidas por sus altas concentraciones de ADN.

Luego de comprobar la integridad del ADN con lotegiese hizo la lectura de la
concentracion de ADN de todas las muestras, en gadade ellas los resultados de
concentracion y pureza, se obtuvieron mediante geipe NanoVue™, todas las
muestras tuvieron que ser diluidas con TE, hastgila una concentracién de 20ng/uL,

que resulta 6ptimo para productos de PCR.

M1 1 2 3 4 5 6 7 8 ¢ 1011 12 13 14 15 16

Figura 9: Electroforesis en geles de agarosa & @& ADN total de bovinos, M1=Marcador molecular
de 100pb; 1 = Bovino 1; 2=Bovino 3; 3=Bovino 5; 4o 6; 5=Bovino 26; 6=Bovino 38; 7=Bovino
44; 8=Bovino 54; 9=Bovino 59; 10=Bovino 60; 11=Bowi 61; 12=Bovino 62; 13=Bovino 63;
14=Bovino 64;15=Bovino 69;16=Bovino 70.

De las 350 muestras analizadas por PCR, ningunpaditivo a la prueba (Figura 10),
en el canton Santo Domingo de los Tsachilas, plieseraun diagndstico seguro,
especifico, sensible y fiable, se determina quedaalencia d&. bovisen el canton es

cero.
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Figura 10: Electroforesis de productos de PCR Cacieeal deB. bovis gel 2%: M1= Marcador
molecular de 100pb; C(+)= Control positi3o bovis 1 = Bovino 1; 2=Bovino 3; 3=Bovino 5; 4=Bovino
6; 5=Bovino 26; 6=Bovino 38; 7=Bovino 44; 8=Bovibd; 9=Bovino 59; 10=Bovino 60; 11=Bovino 61,
12=Bovino 62; 13=Bovino 63; 14=Bovino 64;15=Bovié®;16=Bovino 70; 17= Bovino 71.

Informacion zootécnica del ganado muestreado.-

- Distribucion de animales muestreados en el cag#o Domingo segun edad sexo y

raza

Durante el periodo comprendido entre los mesesaientbre de 2011, enero y febrero
del afio 2012, se muestrearon 350 bovinos en 1fedtts haciendas del canton Santo
Domingo de los Tsachilas, de los cuales se tondnrdcion mediante registros y una
encuesta donde se recopilaron datos como: idexttifin del animal, edad, sexo, raza,
presencia de otros ectoparasitos, presencia deoapaplor de mucosa, inapetencia,

pérdida de peso, fiebre, orina con sangre.

El promedio de edad segun el sexo de los animalestneados es de 24.37 meses para
machos, con una desviacion standar de 2.5 mesagmyhpmbras de 23.61 meses con

una desviacion de 3.30 meses como se muestralablia 6

Tabla 6: Distribucién de bovinos muestreados seg&o y edad

Sexo No. Media Varianza Desviacion Minimo Mediana Maximo
Bovinos
Macho 8 24,375 6,2679 2,5036 22 23,5 30

Hembra 342 23,617 10,9291 3,3059 15 24 45




- Presencia de garrapatas

De las haciendas muestreadas Unicamente en el §188%), no se encontrd presencia
de garrapatas, este porcentaje corresponde a landacLa Maria, mientras que en el
94.12% (16/17) de haciendas se encontrd garrapgtrs, analizar el nivel de
infestacion se dividié a los animales muestreadoses grupos: Grupo | con ausencia
de garrapatas; Grupo Il con nivel bajo de garrap@tenor a 25 garrapatas), y el grupo
[l con nivel alto de garrapatas (25 y mayor a a&gpatas) (Tabla 7).

De los 350 animales muestreados el 30.6% (107/860presentan garrapatas, sin
embargo el 69.4% (243/350) presentan garrapatasestie porcentaje el 66.6%
(233/243) tienen un nivel bajo de garrapatas, masrmjue un 2.8% (10/243) de bovinos

presentan una infestacién alta del vector.

Tabla 7: Distribucién de garrapatas en las hacenazestreadas del cantén Santo Domingo

Hacienda Ausencia de Nivel Bajo Nivel Alto Total
Garrapatas

Guadalupe - 8 - 8
Lidia 24 3 - 27
Maralvin 10 13 - 23
La Carmita - 6 10 16
La Floriana - 16 - 16
La Fortuna - 28 - 28
La Maria 23 - - 23
Puerta del sol - 18 - 18
R Hila - 20 - 20

R Paraiso 8 13 - 21
San Antonio 29 8 - 37
San Luis - 18 - 18
San Vicente - 26 - 26
Santa Marianita - 20 - 20
Soy la luz 13 8 - 21
Tres hermanos - 8 - 8
Tres Marias - 20 - 20

Total bovinos 107 233 10 350

30,60% 66,60% 2,80% 100%

El nimero de garrapatas promedio que presentarbdesios en cada una de las
haciendas, se presenta en un rango de 15-25 gasgua zona afectada. El promedio
de garrapatas por hacienda es de 12.46, el nivelbafp de vectores presenta las

haciendas Lidia y San Antonio donde el promediogderapatas es 2.63 y 3.78



respectivamente. Asi mismo se analizé las haciecwlasnayor presencia de garrapatas
y se determiné que en la Hacienda La Fortuna egistével mas alto de garrapatas

23.68 como se muestra en la Tabla 8 y figura 11.
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Figura 11: Namero de garrapatas promedio por hdaien

Tabla 8: Distribucién de garrapatas por haciendasstneadas en el cantén Santo Domingo

Hacienda Promedio de Garrapatas
Soy la luz 7,1
San Antonio 3,78
Rancho Hila 19,85
Lidia 2,63
La Carmita 23
Tres Marias 19,1
Rancho Paraiso 9,38
H. Maralvin 8,83
La Maria 0
Santa Marianita 15,05
La Floriana 15
La Fortuna 23,68
Puerta del sol 17,72
San Luis 15,61
San Vicente 15,04
Guadalupe 17,13
Tres hermanos 15,25
Promedio Total 12,46

La época del afio en la que se presentan las g@sagaectoparasitos con mas
frecuencia son los meses de verano: Junio, Juligosto. De acuerdo a las haciendas

muestreadas en el mes de Agosto el 52.94% (9/1iosdencuestados coinciden en que



el mes de Agosto es uno de los mas criticos emjuesse refiere a ectoparasitos y
garrapatas.

- Nivel de hematocrito de animales muestreados ean¢édn Santo Domingo

El hematocrito indica el porcentaje del volumensdagre total que es ocupado por
células sanguineas. El porcentaje de hematocriticanlas condiciones clinicas del
animal, valores bajos de hematocrito son altaméapendientes de la disminucion de
la cantidad de hemoglobina y nimero de glébulossrgor unidad de volumen.

Invariablemente la anemia se acompafia con un dasdehvalor de hematocrito y casi
siempre del nimero de hematies, siendo una consBauge muchas enfermedades
tales como las causadas por hemoparasitos. Se dwlalaemia en bovinos cuando los
glébulos rojos se encuentran por debajo de 5 neiiopor [uL] de sangre, el valor

hematocrito es inferior a 24% y la concentraciorhemoglobina baja por debajo de 8
[g/dL].

El presente estudio reporta un valor promedio pateematocrito de 30.34%, con una
distribucion de datos normales entre 25 y 40%,adiendo notablemente con el rango
de datos empleado por a Lombardo (1993), quieniaerasvalores normales entre 24%
y 40%. Otros autores reportan valores entre 24% d6mo normales (Terwaki, 2011)
(Tabla 9 y Figura 12).

Tabla 9: Nivel de hematocrito en haciendas muesa®del canton Santo Domingo.

Hacienda Hematocrito
Soy la luz 28,14
San Antonio 32
Rancho Hila 30,3
Lidia 30,3
La Carmita 30,88
Tres Marias 30,6
Rancho Paraiso 31,43
H Maralvin 29,26
La Maria 30,34
Santa Marianita 33,85
La Floriana 28,75
La Fortuna 31,29
Puerta del sol 28,22
San Luis 27,78
San Vicente 31,85
Guadalupe 27,13
Tres hermanos 27,25

Promedio Total 30,34
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Figura 12: Promedio del nivel de hematocrito endratas del cantén Santo Domingo
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