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RESUMEN

El Filo Apicomplexa es el Phylum protista mas grande y complejo, el cual se
divide en cinco grandes grupos que son: Gregarinas, Coccidios,
Haemogregarines, Haemosporidia y Piroplasmas; de estos cinco grupos los
coccidios son los que se han reportado en mayor cantidad en bovinos de todo el
mundo. La coccidiosis bovina causa graves problemas de salud y pérdidas
econdmicas en los ganaderos, causando un descenso en la produccion, debido
a la alta tasa de morbilidad y mortalidad. Por otra parte, el bovino es una especie
introducida en las Islas Galapagos, por lo que es necesario realizar un
diagnostico y analisis de los microorganismos causantes de enfermedades, que
pueden ser transmitidos a otras especies de animales nativos de las Islas. El
objetivo de este proyecto fue identificar organismos del Filo Apicomplexa en el
tacto gastrointestinal de bovinos de la isla Santa Cruz — Galapagos. Para ello se
tomaron 326 muestras de heces fecales de bovinos adultos y teneros
provenientes de 63 fincas ganaderas de la isla Santa Cruz. Mediante analisis
coprolégicos con el método de flotacion utilizando una solucién sobresaturada
de NaCl se identificd distintos géneros de parasitos, nematodos (94.17 %),
protozoarios (85.28 %), trematodos (11.66 %) y cestodos (7.67 %); las coccidias
representaron la mayor prevalencia con 77.91 %. La mayor carga parasitaria se
registré en teneros con 2 235 hpg de coccidias. Finalmente, mediante PCR se
confirmé la presencia de organismos del Filo Apicomplexa en el tracto
gastrointestinal de los bovinos de la isla Santa Cruz. Los resultados obtenidos
indican la presencia y una alta prevalencia de organismos del Filo Apicomplexa
ademas de otros endoparasitos que inciden en la produccién del ganado bovino

la isla Santa Cruz en Galapagos.



ABSTRACT

Apicomplexa Phylum is the largest and most complex protista Phylum. It is
divided into five major groups: Gregarines, Coccidia, Haemogregarines,
Haemosporidia and Piroplasmas. Of these five groups, coccidia is the one that
has been reported constantly in cattle throughout the world. Bovine coccidiosis
causes serious health problems and economic losses in farmers, due to a
decrease in production, high morbidity and mortality rate. On the other hand,
bovines are introduced species in the Galapagos Islands, so it is necessary to
identify and analyze the microorganisms that cause diseases, which can be
transmitted to native species of animals. The objective of this project is to identify
organisms of the Apicomplexa Phylum in the gastrointestinal tract of bovines from
Santa Cruz Island - Galapagos. To do this, 326 fecal samples were taken from
adult cattle and calves from 63 livestock farms on Santa Cruz Island. By means
of coprological analysis with the flotation method using a supersaturated solution
of NaCl, different genera of parasites, nematodes (94.17 %), protozoa (85.28 %),
trematodes (11.66 %) and cestodes (7.67 %) were identified. The coccidia has
the highest prevalence with 77.91 %. The highest parasitic load was recorded in
calves with 2 235 epg of coccidia. Finally, PCR confirmed the presence of
organisms of the Apicomplexa Phylum in the gastrointestinal tract of bovines on
Santa Cruz Island. The results obtained indicate the presence and high
prevalence of organisms of the Apicomplexa Phylum than other endoparasites

that affect the production of cattle on Santa Cruz Island in the Galapagos.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

El Archipiélago de Colon, también conocido como Islas Galapagos, es
considerada una reserva mundial de biodiversidad, se encuentra ubicado a 1000
km de distancia de la costa ecuatoriana y cuenta con aproximadamente 30 000
habitantes distribuidos entre las islas pobladas que son: Santa Cruz, San
Cristébal, Isabela y Floreana (INEC, 2017). El primer asentamiento humano en
el archipiélago se remonta a la mitad del siglo XIX, en donde se dio la primera
introduccién a gran escala de especies vegetales y animales exdgenas (Vaillant,
Cepeda, Gondard, Zapatta, & Meunier, 2007, pp. 278). En 1974 el Instituto de
Reforma Agraria y Colonizacion del Ecuador (IERAC), designd 24 000 hectareas
distribuidas en las cuatro islas pobladas para la actividad agropecuaria lo cual
incrementd en gran medida la actividad ganadera. Debido al rapido crecimiento
poblacional y la constante entrada de turistas a las islas, el sector agropecuario
representa una importante fuente de empleo e ingresos para los productores
lecheros con una productividad por animal de 720 USD/vaca por afio (INEC,
2017).

La parasitosis gastrointestinal en bovinos generalmente se produce por
protozoarios Yy helmintos como los nematodos y cestodos, los cuales causan
fuertes pérdidas economicas para los ganaderos debido a que se ve afectada la
capacidad de trabajo, produccién, peso corporal y crecimiento del animal,
llegando incluso a producir la muerte del ganado si no se trata la infeccién
adecuadamente (Rodriguez Vivas, Cob Galera, & Dominguez Alpizar, 2001, pp.
20). Los distintos efectos de los parasitos gastrointestinales dependen de la
especie del parasito y el grado de infeccidn que se determina por las condiciones
ambientales, la vegetacion, el manejo de la ganaderia, sistema de produccion,

tipo de forraje, edad y raza del animal (Marquez L, 2003, pp. 40 - 41).

Los protozoos del filo Apicomplexa poseen caracteristicas morfologicas y

biolégicas comunes que los distinguen del resto del grupo como la presencia de



una organela exclusiva y el complejo apical, ciclo biolégico metaciclico y
parasitismo intracelular (Gallego Berenguer, 2007, pp. 166). En este filo se
encuentran cinco grandes grupos que son: gregarinas, coccidios,
haemogregarines, haemosporidia y piroplasmas; de estos los coccidios son los
que se han reportado en mayor cantidad en bovinos de todo el mundo. Los
coccidios causan la enfermedad llamada coccidiosis bovina la cual es
considerada como la enfermedad parasitaria que representa mayores pérdidas
econdmicas; la coccidiosis bovina, afecta principalmente a terneros menores de
un afilo con una alta tasa de morbilidad y mortalidad y se manifiesta con la
presencia de diarrea sanguinolenta, mientras que en el ganado adulto la
enfermedad casi no presenta sintomas visibles (Quijada, Lopez, Marchan, &
Jiménez, 2002, pp. 599).

Recientes investigaciones en Venezuela indican la presencia de 13 especies
diferentes de coccidiosis bovina, entre las mas importantes Eimeria zuernii, E.
bovis, E. ellipsoidalis y E. auburnensis., mediante el uso de técnicas de patologia
microscopica y coproparasitarios (Tamasaukas, Agudo, Leonel, & Vintimilla,
2010, pp. 1).

Segun Dominguez, Rodriguez, & Honhold (1993, pp. 190-192) en sus
investigaciones determinaron la prevalencia de especies del género Toxocara
spp, Strongyloides spp, Bunostomum spp, Oesophagostomum spp,
Mammomonogamus spp, Trichostrongylus spp, Ostertagia spp, Coopena spp,
Haemonchus spp, Trichuris spp y el cestodo Monieziea spp mediante examenes
coproparasitarios y necropsias de bovinos jévenes en el estado de Yucatan,
considerando que la etapa maxima de infeccion es de los 6 a 9 meses de edad

para el tratamiento correspondiente.

En Antioquia -Colombia, Lépez et al., (2007, pp. 12 - 15) realizé un estudio para
evidenciar la presencia de Neospora caninum en bovinos en una hacienda en
donde se tomaron 298 muestras de sangre de ganado Holstein y 50 de raza
Brangus y mediante la técnica de ELISA se detecto la presencia de anticuerpos

IgG contra Neospora en el 34.6 % en bovinos Holstein y el 2 %. En Brangus.



En el Distrito Pacanga de Peru, Colina, Mendoza, & Jara (2013, pp. 72 - 78)
determinaron la prevalencia del parasitismo por Eimeria en bovinos. Tomaron
338 muestras fecales y mediante andlisis coproparasitarios por el método de
flotacion, determinaron una prevalencia global de Eimeria de 84.9 %, ademas
identificaron 10 especies de las cuales Eimeria bovis, E. zuerni y E. auburnensis

fueron las que representaban mayor prevalencia.

En Ecuador, Astudillo Alvares (2016, pp. 104) realiz6 un estudio acerca de la
prevalencia de parasitos gastrointestinales en bovinos adultos de los cantones
orientales de la provincia del Azuay, se tomaron 942 muestras de vacas
multiparas y mediante analisis coproparasitarios por flotacién y sedimentacion
se determind una prevalencia del 82.4 %, es decir 776 muestras positivas con
algun tipo de parasito gastrointestinal, siendo Eimeria bovis el parasito con mayor

grado de infestacion (74 %).

En la region costa, se realizd un estudio acerca de la prevencion de Eimeria spp.
en el ganado bovino que se faena en el Matadero Municipal de Guayaquil, Murillo
Parajén (2017, pp. 57) report6 una prevalencia total de Eimeria spp. de 34.68 %,
ademéas se determind la prevalencia de Eimeria spp., segun el lugar de
procedencia de las muestras y se obtuvo: Santo Domingo con 47.37 %, Azuay
45 %, Zamora Chinchipe 35.71 %, Loja 30.95 % y Cafar 13.33 %, siendo la
provincia de Santo Domingo la que presenta la mayor prevalencia del total de

124 muestras de heces.

En las Islas Galapagos existen pocas investigaciones respecto a la presencia de
coccidiosis. Sin embargo, Sevillano Mera (2017, pp. 50), identific6 organismos
del Filo Apicomplexa en tortugas gigantes de las Islas Galapagos mediante
examenes coproparasitarios y PCR, estableciéndose una prevalencia del 100%
de coccidias en muestras fecales de tortugas gigantes provenientes de distintas

islas, ademas de otros parasitos gastrointestinales como oxiuros y strongylos.
1.2.Planteamiento del problema

En las islas Galapagos la produccién de ganado bovino se ha incrementado

significativamente para el consumo de carne y derivados de leche. Ciertas



enfermedades parasitarias como la coccidiosis bovina llegan a causar graves
problemas como diarreas, debilidad, desnutricion e incluso la muerte de los
vacunos; provocando pérdidas econdmicas relevantes en el sector pecuario
(Cabezas Murillo, 2012, pp. 3).

Dada la produccion de ganado bovino en las islas Galapagos sobre todo en el
sistema de produccion lechera, donde no se han realizado estudios previos sobre
el diagndstico de coccidiosis bovina para evitar pérdidas de animales enfermos
y a su vez mejorar su produccién, se ha tomado la iniciativa de investigar
mediante examenes coproparasitarios y herramientas de biologia molecular la
presencia de parasitos gastrointestinales (coccidias) para diagnosticar y
posteriormente disefiar programas de prevencion, control y erradicacion de la
enfermedad (Vaillant et al., 2007, pp. 276).

1.3.Objetivo General

Identificar organismos del Filo Apicomplexa en el tracto gastrointestinal de

bovinos de la Isla Santa Cruz — Galapagos.

1.4.0bjetivos especificos

e l|dentificar parasitos gastrointestinales en muestras de heces de bovinos
procedentes de la Isla Santa Cruz mediante los métodos de flotacion.

e Determinar la presencia de apicomplexas de la clase coccidia en muestras

de heces de bovinos mediante la técnica de PCR.

1.5.Justificacion

Los primeros reportes sobre coccidiosis bovina datan del afio afio 1921 y ha
tomado un interés considerable en los afios recientes por razones con el objetivo
de elevar los rendimientos agricolas y producir antihelminticos eficaces que
eliminen la gastroenteritis parasitaria. Adicionalmente afirman que la mortalidad
por coccidiosis varia con el clima, manejo y control (Joyner, Norton, Davies, &

Watkins, 1966, pp. 531). Reportes de la Asociacion Americana de Medicina



Veterinaria ubican a la coccidiosis como la tercera enfermedad parasitaria mas
importante del ganado bovino en América del Norte con pérdidas anuales de

aproximadamente 62 millones de doélares (Quigley, 2001, pp. 1-2).

En Canada se ha reportado coccidiosis en las épocas de invierno y verano en
lotes de engorde y zonas de cria de carne que pueden alcanzar proporciones
epizodticas provocando pérdidas considerables en la industria ganadera. Las
estadisticas muestran que en Ontario la coccidiosis bovina ocurre durante todo
el aio provocando morbilidad moderada y afectando principalmente a los
terneros jovenes (Niilo, 1970, pp. 91). Por otro lado, en Espafia y en gran parte
de Europa la crianza bovina también se ha visto afectada por trastornos entéricos
en bovinos jovenes, causando sintomas caracteristicos de la enfermedad y
descenso de la produccién (Cordero del Campillo & Fernandez Gonzalez, 1981,
pp. 51 - 52).

Investigaciones recientes en Yucatan, México con el fin de ofrecer un tratamiento
adecuado de la enfermedad a animales domésticos, se tomaron y procesaron
muestras de heces mediante la técnica de flotacion centrifugada y los resultados
obtenidos encontraron afecciones de parasitos gastrointestinales (helmintos y
coccidias) en bovinos, cabras, ovinos, caninos, entre otros (Rodriguez Vivas et
al., 2001, pp. 21).

La coccidiosis es una parasitosis intestinal altamente contagiosa que ha sido
objeto de estudio también en Latinoamérica. En Argentina se han reportado 8
casos clinicos de coccidiosis bovina presentando ademas sintomas nerviosos y
deshidratacion que pueden llevar a la muerte del animal (Rossanigo, 2009, pp.
4).

En Ecuador las actividades dedicadas a la produccion de ganado de engorde ha
crecido un 71 % (entre 1990 y 2004), el cual esta estrechamente ligado a la
industria agroalimentaria. Otra parte de ganado bovino también se destina a la
produccion de leche la cual ha crecido un 49 % en el mismo tiempo (Garcia,
2006, pp. 72 - 76).



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. Las Islas Galapagos

A 1 000 km de la costa ecuatoriana en el Océano Pacifico, sobre el paralelo 0°,
se encuentra el Archipiélago de Galapagos, constituido por 19 islas y 42 islotes.
Posee una superficie de aproximadamente 8 000 km?, la isla mas grande es
Isabela que cuenta con 4 588 km? y la mayor altitud en el volcan Wolf con
1 707 msnm (Rodriguez Rojas, 1993, pp. 29). Por otra parte, la isla mas poblada
es Santa Cruz con aproximadamente 12 000 habitantes. Las islas mas antiguas
como San Cristobal y Espafiola, han detenido su actividad volcanica debido a
que su proceso de formacién ha concluido, sin embargo las islas mas jévenes
como lIsabela y Floreana son activas volcanicamente debido a que todavia

siguen en proceso de formacion (Galapagos Conservancy, 2017).

Las islas Galapagos se dividen en dos zonas. La primera zona corresponde al
97 % de las islas y ha sido declarada Parque Nacional con el fin de preservar el
sistema natural de la accién del ser humano. La segunda zona corresponde al 3
% y esta destinada para la poblacion humana. La cuestion fundamental en las
Galapagos, se centra en mantener su sistema natural el cual representa un
recurso valioso para todo el mundo. Las islas poseen extraordinarias
caracteristicas bioldgicas como su origen volcanico, debido a que emergieron
desde el fondo del mar como resultado de sucesivas erupciones, su posicion
aislada con respecto al continente, la topografia de las islas con diferentes pisos
ecologicos e influencia de diversas corrientes marinas. Cada isla posee distintas
caracteristicas debido a la diferencia de altitud, clima y composicion del suelo; lo
cual ha permitid la aparicion de una gran variedad de flora y fauna. En las islas
se encuentran 625 especies y sub — especies nativas de las cuales se considera
que el 36 % son endémicas. La unién de todas las especies de flora y fauna
hacen de las islas Galdpagos una de las regiones mas importantes en todo el
mundo por su importante valor para el estudio de la evoluciéon y la adaptacion.
Es por esta razén que en 1979 la convencion del Patrimonio Mundial declar6 a

las islas como patrimonio Natural de la Humanidad recalcando su extraordinaria



naturaleza y el desempefio del gobierno del Ecuador por mantener vigentes sus

valores (Rodriguez Rojas, 1993, pp. 29 - 30).

2.2.1sla Santa Cruz

Esta isla se encuentra ubicada en el centro del archipiélago y su actividad
volcanica ha cesado por completo, constituye la segunda isla mas grande del
archipiélago y la mas poblada. La isla Santa Cruz tiene un gran historial de
asentamientos humanos y agricolas, lo cual ha dejado al paisaje de la isla
alterado permanentemente por las especies invasoras. El asentamiento humano
comenzo en el siglo XX durante la Primera Guerra Mundial cuando llegaron los
primeros colonos provenientes de Estados Unidos y Europa. La variedad de vida
silvestre, geologia y vegetacion propia de la isla, fueron los principales atractivos

para los colonos (Galapagos Conservancy, 2017).

2.3.Especies Introducidas

Al momento en que llegaron los primeros colonos al Archipiélago, trajeron
consigo un sin numero de especies animales y vegetales distintas a las propias
de las islas, las cuales se las denomind especies introducidas o especies
asilvestradas. En la parte alta de la isla Santa Cruz, en los pueblos de Bellavista
y Santa Rosa fueron las primeras zonas de asentamiento de los colonos y es
aqui donde se iniciaron actividades agricolas para subsistir, con esto se dio lugar
a la cria de aves, burros, ganado bovino, porcino, caprino y se plantaron cultivos
de aguacate, café, cafla de azlcar, platanos, naranjas y limones (Galapagos
Conservancy, 2017).

Ademas de las especies destinadas a la agricultura, también se introdujeron
perros, gatos, ratones y ratas los cuales desde el momento de su introduccion
alteraron los ecosistemas de las islas. En algunas islas, las iguanas marinas y
terrestres, tortugas gigantes, culebras, lagartijas y aves endémicas se han
reducido en numero debido a la creciente poblacién de especies introducidas.
Por tal motivo el gobierno ecuatoriano ha implementado métodos de control para



evitar la pérdida de especies animales y vegetales endémicas y evitar una
inminente catastrofe ecolégica de los sistemas naturales de Galapagos
(Rodriguez Rojas, 1993, pp. 44).

2.4.Ganado bovino en Galapagos

El ganado bovino es una especie introducida hace mas de dos siglos en el
archipiélago de Galapagos. Se encuentra distribuido en la zona agropecuaria de
las islas pobladas San Cristébal, Santa Cruz, Isabela y Floreana y se enfoca en
la produccion de carne y leche, siendo el sector de produccion lactea el que

representa mayores beneficios (Vaillant et al., 2007, pp. 280).

El 76 % del area rural de Galapagos, es decir 19 010 hectareas son terrenos
conformados por Unidades de Produccion Agropecuaria (UPA). De las 755 UPA

de toda la provincia, 357 se encuentran en la isla Santa Cruz (CGREG, 2014,
pp. 13).

De las 271 UPA que se dedican a la actividad pecuaria, 124 UPA se encuentran
en Santa Cruz con aproximadamente 6 740 bovinos lo cual representa el 68 %
de bovinos existentes en todo Galapagos. Debido a que la mayor parte de la
produccion se centra en la obtencidn de leche, los productores mantienen una
mayor poblacién de hembras con una relacion de siete hembras por cada tres
machos. En la produccién lactea, Santa Cruz ocupa el primer lugar obteniendo
35 280 litros semanales lo cual representa el 86 % de toda la provincia. En cuanto
a la alimentacion, en Galapagos se prefiere alimentar al ganado con pasto, esto
representa mas del 95 % de la dieta de los animales, sin embargo algunos
productores también alimentan a los animales con banano, pasto procesado y
balanceado para completar el 5 % de la dieta (CGREG, 2014, pp. 58 - 62).

Las actividades agropecuarias en Galapagos cumplen un rol importante en la
conservacion de los sistemas naturales, con dos objetivos ecoldgicos: el primero
se enfoca en prevenir la introduccion de nuevas especies invasoras, limitando
las exportaciones desde el continente mejorando el nivel de abastecimiento en

los productos agropecuarios. El segundo se centra en controlar las especies



invasoras en el campo con practicas que eviten la diseminacién de especies
dentro del sector agropecuario y areas protegidas por el Parque Nacional
Galapagos (Vaillant et al., 2007, pp. 276 - 277).

2.5.Parasitos gastrointestinales en bovinos

Se denomina pardsito a un animal o vegetal que en forma temporal o permanente
debe nutrirse obligatoriamente a expensas de otro ser vivo denominado
huésped, sin que dicha relacién implique la destruccién del huésped. El
parasitismo describe la compleja relacion entre el huésped y el parasito, como
una asociacion entre individuos de distintas especies en donde el parasito
depende metabdlicamente del huésped y existe un continuo intercambio mutuo
de sustancias. La relacion entre parasitos gastrointestinales como helmintos y
protozoarios en animales domeésticos, se conoce como parasitismo obligatorio
permanente, en el que es fundamental y necesario para el parasito vivir a

expensas del huésped (Quiroz Romero, 2013, pp. 16 -17).

Todos los parasitos internos de animales domésticos pasan por un ciclo vital, el
cual consta de etapas de cambios consecutivos desde que el parasito nace hasta
que muere. En el ciclo de vida de los parasitos, existen dos etapas muy
marcadas: la primera es la etapa de vida parasita propiamente dicha, que
transcurre dentro o encima del huésped. La segunda etapa se conoce como la
de vida libre, en donde el parasito abandona al huésped para permanecer en el
pasto o agua hasta que logra parasitar a otro animal. La mayoria de parasitos
salen del animal por la materia fecal, otros por la saliva o el moco de la nariz y

un nimero muy pequefio por la orina (Mateus, 1983, pp.6).

Cuando los parésitos necesitan unicamente un hospedador para cumplir su ciclo
vital, se dice que su ciclo de vida es directo. A estos parasitos se les conoce
como monoxenos y en términos de epidemiologia se dice que la propagacion de
un pardsito se da directamente de un animal infectado a otro sano. En este ciclo
al hospedero se le conoce como hospedero definitivo y a las formas evolutivas

encargadas de la transmision se conocen como formas infectivas. Por ejemplo,
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Eimeria bovis es un parasito que cumple un ciclo de vida directo porque sale del
huésped, pasa su fase de vida libre y vuelve a infectar a otro huésped. En
algunos ciclos vitales, las formas evolutivas expulsadas por los animales
infectados requieren que se mantengan en el ambiente bajo condiciones
especificas para llegar a su estado infectante. Esto quiere decir que ocurre una
transformacioén y evolucion en el ambiente de estas formas evolutivas. Un gran

namero de nematodos cumplen con este ciclo de vida (Calderén Arguedas, 2004,
pp. 40).

Durante las etapas del ciclo vital, existen algunos parasitos que pasan de un
animal a otro mediante un tercer organismo vivo que les sirve de enlace, a estos
organismos se conocen como intermediarios, y cuando se da este fendmeno se
dice que el ciclo vital es indirecto (Mateus, 1983, pp.6). A los parasitos que
cumplen con un ciclo de vida indirecto se le conoce como heteroxenos. Durante
este ciclo, en uno de los hospedadores el parasito se desarrolla hasta alcanzar
su forma adulta (hospedador definitivo). Por otro lado, el hospedador donde el
parasito se transforma pero sin llegar a su forma adulta, se define como
hospedador intermediario (Calderén Arguedas, 2004, pp. 41). Un ejemplo de
este tipo de parasitismo es el de Fasciola hepética en la que su hospedador
intermediario es el caracol anfibio Lymnaea truncatula. Otro ejemplo, son los
cestodos que afectan a los rumiantes, cuyo hospedero intermediario son los
acaros de la familia Oribatidae que habitan en los pastos (Mateus, 1983, pp. 6 -
7).

En el ganado existen diversos factores que favorecen las infecciones
parasitarias. Por ejemplo, en pastoreo permanente el bovino tiene mas
probabilidades de infectarse que cuando se alimenta con forraje en pesebres, se
ha evidenciado que existe una relacion directa entre los parasitos y el modo de
vida del huésped o los sistemas de manejo de los animales, por ejemplo, un
bovino es mas propenso a contraer una coccidiosis si éste se mantiene

solamente en corrales (Quiroz Romero, 2013, pp. 29).

Los distintos tipos de parasitismos que se pueden presentar en el ganado bovino

y son:
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e Parasitosis o parasitismo clinico: las manifestaciones de los parasitos son
evidentes presentan sintomatologia grave e incluso la muerte del animal.
e Parasitosis o parasitismo subclinico: No se observa sintomatologia de la
enfermedad, sin embargo el desarrollo del parasito en el interior del animal
interfiere con la produccién, viéndose reducida la produccion de leche y
carne. Ademas de un retraso en el crecimiento y mayor susceptibilidad a

contraer otras enfermedades.

Ambos tipos de parasitismo en términos de produccion son importantes. El
parasitismo subclinico se considera de mayor importancia debido a que puede
pasar desapercibido y de esta manera no tomar las medidas de control y
desparasitacion adecuadas (Parra, 1990, pp. 121)

Los parasitos son los causantes de grandes pérdidas econdémicas para los
ganaderos de todo el mundo debido a que reducen la capacidad productiva de
los animales (Parra, 1990, pp. 121). La magnitud del dafio que causan los
parasitos en los animales domésticos puede ser muy variable. En ocasiones
puede ser tan leve que no es facil medirlo en términos econémicos, sin embargo
cuando el dafio es grave y severo las pérdidas son elevadas y faciles de detectar.
Por lo tanto, para conocer los problemas que causan los parasitos en el ganado
bovino de una determinada regidn se debe realizar lo siguiente: identificar la
poblacion de parasitos, establecer las caracteristicas de la poblacién de
animales afectados, determinar las condiciones ecoldgicas de la zona ganadera,
establecer los distintos factores epidemioldgicos del parasitismo (Mateus, 1983,

pp. 5).

El parasitismo gastrointestinal se ha investigado en todo el mundo y se le da
mayor énfasis en las actividades ganaderas dedicadas a la industria
agroalimentaria y produccion de leche. Los efectos de las enfermedades
parasitarias sobre los bovinos son muy conocidos, pueden provocar anorexia,
reducir la ganancia de peso y produccion de leche, alteraciones en el
metabolismo de las proteinas, reduccion de la actividad de las enzimas
digestivas y diarreas causando pérdidas en los sistemas pecuarios. Los

parasitos gastrointestinales mas comunes en bovinos de clima tropical son los
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protozoarios, nematodos, trematodos y cestodos (Dominguez, Rodriguez, &
Honhold, 1993, pp. 189).

2.6.Tipos de paréasitos gastrointestinales

2.6.1. Nematodos

Los nematodos también conocidos como “gusanos redondos” son especies
libres o parasitas. El parasitismo gastrointestinal es causado por una gran
variedad de nematodos del orden Strolongylida que pueden estar ubicados en el
compartimiento gastrico (Haemonchus placei, Ostertagia spp., Mecistocirrus
digitatus, Toxocara vitulorum y Trichostrongylus axei) e intestino (Bunostomun
phlebotomun, Cooperia spp.). El desarrollo de la enfermedad depende de la
intensidad del parasito en los pastos y la edad a la que ocurre la exposicion
(Mateus, 1983, pp. 7).

2.6.1.1. Morfologia

Los nematodos no presentan segmentos, poseen una estructura filiforme con
simetria bilateral y en ocasiones dilataciones corporales globulosas. El tamafio
de un nematodo puede variar segun la especie, llegando a medir desde pocos
milimetros hasta mas de un metro de largo (Cordero del Campillo & Rojo
Vazquez, 2007, pp. 113)

La cubierta corporal del nematodo estd compuesta por la cuticula y la
hipodermis. La composicion de la cuticula depende de la especie de nematodo,
pero generalmente es rica en carbohidratos, lo cual permite la accién de
mecanismos de evasion de la respuesta inmune de los hospederos. Entre la
cuticula y los musculos esta la hipodermis que consta de un grupo de fibrillas
qgue dan origen a las lineas longitudinales dos laterales, una ventral y una dorsal,
es rica en lipidos y glucégeno con la presencia de pocas mitocondrias, cuerpos
vesiculares y ribosomas (Cordero del Campillo & Rojo Vazquez, 2007, pp. 113 -
115).
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El sistema digestivo de los nematodos es tubular, la cavidad bucal es una
abertura sencilla generalmente rodeada por dos o tres labios y se conecta
directamente con el eséfago. Su locomocion se da mediante movimientos
ondulantes como resultado de la contraccion y relajacion muscular de la parte

ventral y dorsal de gusano (Urquhart, Armour, Duncan, Dunn, & Jennings, 2001,
pp.4).

Los sistemas reproductores de estos parasitos se reconocen como tubos
filamentosos. Los érganos de las hembras son: ovarios, oviducto y Gtero. En
algunas especies se encuentra un érgano llamado oviyector, el cual interviene
en la puesta de huevos. Los 6rganos masculinos estan compuestos por un
testiculo y un vaso deferente que se conecta con el conducto eyaculador
(Urquhart et al., 2001, pp. 7).

2.6.1.2. Desarrollo

Los huevos de todos los parasitos difieren en tamafio y forma (Figura 1). La
cascara de los huevos varia en su espesor y el numero de capas difiere segun
la especie. La supervivencia del huevo en la vida libre se relaciona con el espesor
de la cascara la cual evita que la larva se deseque, por tal motivo en los paréasitos
en los que su forma infectante es el huevo embrionado, se encuentra una
cascara muy gruesa que le permite sobrevivir hasta varios afios en el suelo.
Segun la especie, los huevos pueden desarrollarse después de la ingestién o en
el medio ambiente. Cuando la forma infectante es el huevo embrionado, el
hospedador desencadena la evolucion y desarrollo de la larva en regiones

especificas del tracto digestivo (Urquhart et al., 2001, pp. 8 - 9).



14

Figura 1. Huevos de nematodos

Tomado de (Rodriguez & Juela, 2016, pp. 24 - 35)
a) Trchistrongylus axei

b) Toxocara vitulorum

c) Strongyloides spp.

d) Ostertagia spp.

e) Hemonchus spp.

f) Cooperia spp.

g) Bunostumun spp.

Los efectos y lesiones causados por parésitos gastrointestinales varian segun la
especie. Por ejemplo, una infeccion causada por Ostertagia spp., se asocia con
el dafio morfoldgico y funcional de glandulas gastricas en el obomaso, llegando
incluso a producir Ulceras y hemorragias en el intestino delgado (Soulsby, 1987).
Una infeccidon causada por Trichostrongylus sp provoca inflamacion de la
mucosa del intestino sobre todo en el duodeno, provocando Ulceras, hemorragia
y abundante mucus (Gomez, 2000, pp.4). Segun Soca et al., (2005, pp. 175 -
185) los parasitos gastrointestinales se ubican en distintas regiones del tracto

digestivo, produciendo distintos efectos en el animal (Tabla 1).
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Tabla 1
Localizacién y efectos causados por los nematodos mas frecuentes.
Género Localizacion  Efecto
Haemonchus spp. Abomaso Anemia, gastritis
Trichostrogylus spp. Abomaso Abomasitis, gastritis, ulceras

profundas, diarreas severas.

Ostertagia spp. Abomaso Anemia, noédulos, alteraciones del
pH, afecta la produccion de

pepsindgeno.

Cooperia spp. Intestino Enteritis, anemia, diarreas
delgado
Strongyloides spp. Intestino Enteritis, anorexia
delgado
Bunostomum spp. Intestino Enteritis
delgado
Oesophagostomum spp. Intestino Diarreas, anorexia, pérdida de
delgado proteina plasmatica

Tomado de (Soca et al., 2005).

2.6.1.3. Ciclo bioldgico

Durante el desarrollo de los nematodos estos mudan su cuticula. Durante el
ciclo completo hay cuatro mudas en 5 estadios larvarios hasta que el nematodo
llega a ser un adulto inmaduro. Los nematodos presentan ciclos biolégicos
directos e indirectos dependiendo la especie y el desarrollo de las larvas se da
en la luz del intestino o en el interior de la mucosa. Sin embargo, durante el ciclo
biolégico de algunas especies pasan por una fase migratoria en donde las larvas
viajan por el cuerpo del animal hasta llegar al punto final de infeccion. La ruta
mas comun se conoce como hepato — traqueal en donde las larvas pasan del

intestino hacia el higado, corazén o pulmones (Urquhart et al., 2001, pp. 7 - 8).

Cuando los nematodos llegan a su estado adulto, se adhieren a la pared del

cuajar y del intestino del bovino mediante estructuras que se encuentran en la
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boca del gusano. En estado adulto, los machos fecundan a las hembras e inicia
la postura de huevos. Los huevos se mezclan con los residuos alimenticios y son
expulsados del bovino por la materia fecal. Como se observa en la figura 2, los
huevos salen del huésped en las heces fecales, en el suelo contindan su
evolucion y desarrollo hasta llegar al estadio de larva, la cual rompe la cascara
o envoltura del huevo y es liberada en el pasto o el agua. En la fase de vida libre
la larva pasa por transformaciones durante 4 a 10 dias hasta convertirse en larva
infectiva y es aqui donde la mayoria de bovinos se infestan al consumir pasto y
agua contaminada. Existen excepciones, algunos nematodos como
Strongyloides sp. y Bunostomum sp. no solo ingresan al animal por ingesta sino
que también pueden infectarlo por via percutdnea (Mateus, 1983, pp. 7-9).

PARASITOS ADULTOS PARASITOS JOVENES
EN LA LUZDE EN LA PARED DE
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Figura 2. Ciclo bioldgico tipico de nematodos que se localizan en el cuajar o
intestino de bovinos.
Tomado de (Mateus, 1983, pp. 8).

2.6.2. Trematodos

Los trematodos, también conocidos como platelmintos son metazoos con
simetria bilateral, cuerpo alargado y plano por lo que reciben el nombre de

“gusanos planos” (Manga Gonzalez, 2007, pp. 79).
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Dentro de la clase Trematoda, se encuentran dos subclases de mayor
importancia: Monogenea que comprende parasitos con ciclos biolégicos
directos. La mayoria son ectoparasitos de peces; y Digenea comuinmente
llamados duelas, que incluye parasitos con un hospedero intermediario. Estos
parasitos son exclusivos de vertebrados con una importancia considerable en los
animales de produccion debido a que se localizan en el tracto digestivo,
conductos biliares y sistema vascular afectando a la produccién de los animales.
En esta sublclase existen pocas especies que requieren mas de un hospedador
intermediario, pero el molusco o caracol es esencial en todas las especies que

pertenecen a este grupo (Urquhart et al., 2001, pp. 115).

La clase trematoda incluye varios géneros identificados en las muestras de
heces fecales de bovinos adultos y teneros, entre los que destacan Schistosoma,
Paramphistomum y Dicrocoelium. El ganado por lo general se infesta por via oral
al ingerir metacercarias en plantas acuaticas a través de hospederos
intermediarios como caracoles acuaticos pulmonados como lo indican

investigaciones realizadas por Pinedo et al., (2010, pp. 162).

Cuando la infestacion por trematodos y cestodos es elevada los animales
pueden desarrollar anemias y en casos extremos hasta anorexias por la falta de
apetito ocasionadas por lesiones intestinales en los bovinos (Pinedo et al., 2010,
pp. 162).

En el ganado bovino el trematodo mas conocido debido a que posee un alto
grado de infectividad es Fasciola hepatica. Este parasito ocasiona la enfermedad
conocida como fasciolosis la cual se considera de gran importancia para el
ganado vacuno debido a que provoca importantes pérdidas econdémicas. Se
estima que esta enfermedad ocasiona pérdidas anuales estimadas de 2000

millones a nivel mundial (Mas - Coma, Esteban, & Bargues, 1999, pp. 340 - 342).

La fasciolosis se puede presentar en distintas fases; en la fase aguda se da la
muerte subita del animal debido a la alta carga parasitaria, los sintomas mas
comunes son hemorragia abdominal, ascitis e ictericia. La fase subaguda se
presenta con anemia, pérdida de peso y letargia (Behm & Sangster, 1999, pp.
544).
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2.6.2.1. Morfologia

Los trematodos de la subclase Digenea son los mas representativos en los
animales de produccion, por lo que en adelante todo lo mencionado de

trematodos sera referido a esta sublcase.

Generalmente estos parasitos tienen una forma aplanada, sin embargo algunas
especies pueden tener forma cilindroide alargada u oval o alargada en los
extremos. El tamafio de los parasitos varia segun la especie (Manga Gonzélez,
2007, pp. 84).

Estos parasitos presentan dos ventosas prominentes en la superficie corporal, la
primera ventosa esta ubicada en la parte anterior del cuerpo y se conoce como
ventosa bucal, la segunda ventosa se encuentra en la parte ventral y se conoce
como acetabulo (Manga Gonzalez, 2007, pp. 84). El cuerpo de estos parasitos
se encuentra envuelto por un tegumento generalmente cubierto por espinas, el
cual cumple funcione de absorcién. Los musculos se localizan debajo del
tegumento, no presentan cavidades corporales y todos los 6rganos se localizan

dentro del parénquima.

En cuanto a los 6rganos sexuales, los trematodos son hermafroditas con
excepcion de los miembros de la familia Schistosomatidae los cuales poseen

sexos separados (Urquhart et al., 2001, pp. 115 - 116).

2.6.2.2. Desarrollo

Los trematodos adultos son oviparos y ponen huevos con opérculos, el cual es
una estructura semejante a una tapa que se localiza en un extremo del huevo.
La cascara del huevo es lisa y gruesa y puede tener distintas formas segun la
especie de trematodo: redonda, ovalada, forma de uso o forma de botella (Figura
3y 4). Segun la especie de trematodo existen distintos grados de maduracion,
una vez que el huevo es puesto en el exterior por las heces fecales y en

ocasiones por la orina o esputos (Manga Gonzalez, 2007, pp. 93).
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Dentro del huevo el embrién evoluciona hasta transformarse en una larva
piriforme y ciliada conocida como miracidio. Cuando hay un estimulo de luz, se
libera una enzima del miracidio la cual digiere las proteinas del opérculo con lo
que este se rompe Yy el miracidio sale del huevo. El miracidio se mueve en el
agua mediante cilios hasta infestar a un caracol donde puede continuar su ciclo
(Urquhart et al., 2001, pp. 116).

Figura 3. Huevos de trematodos de la subclase Digenea.
Tomado de (Manga Gonzélez, 2007, pp. 94).

a) Paramphistomum cervi

b) Fasciola hepatica

c¢) Dicrocoelium dendriticum,

d) Notocotylus sp.,

e) Schistosoma mansoni,

f) Schistosoma haematobium,

g) Paragonimus westermani

h) Opisthorchis sinensis
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Figura 4. Huevo de trematodo Fasciola hepatica
Tomado de (Lépez Paez, Corredor Arjona, & Nicholls Orejuela, 2012, pp. 29).

2.6.2.3. Ciclo bioldgico

Los trematodos poseen un ciclo biologico indirecto y se considera que este ciclo
es el mas complicado del reino animal, debido a que para completar su ciclo
requieren un hospedador definitivo y uno o mas hospedadores intermediarios.
En cualquier caso, en todos los ciclos el hospedador intermediario es un molusco
en el que el trematodo se multiplica en gran medida mediante reproduccion
asexual, de un solo huevo se pueden obtener cientos de adultos, este fenémeno

se conoce como paedogénesis (Manga Gonzalez, 2007, pp. 84).

Como se observa en la figura 5, los huevos se eliminan por las heces fecales del
hospedador. En vida libre los huevos eclosionan y liberan el miracidio, el cual
tiene una vida corta por lo que tiene que buscar al hospedero intermediario para
continuar con su desarrollo. Una vez dentro del caracol, el miracidio se
transforma en un saco alargado sin cilios llamado esporocisto que contiene
células germinales, estas evolucionan en otro tipo de fase larvaria llamada
redias las cuales migran al hepatopancreas del molusco. Las células germinales
de las redias dan origen a las cercaria provistas de colas largas, en este estadio
larvario se consideran duelas jovenes. Posteriormente, las cercarias salen del
caracol en gran numero y nadan hasta alcanzar el suelo con vegetaciéon en este
punto pierden la cola y se transforman en quistes, este estadio se conoce como
metacercaria. Las metacercarias tienen la capacidad de vivir durante meses en

vida libre y cuando es ingerida por el animal mediante la masticacion se rompe
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a pared quistica, mas adelante en el intestino se rompe la pared interna en donde
emerge la duele juvenil penetra el intestino y migra hacia su ubicacion
preferencial dependiendo de la especie y ahi finalmente se desarrolla hasta la
etapa adulta (Urquhart et al., 2001, pp. 116 - 118).
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Figura 5. Ciclo bioldgico tipico de trematodos, en donde su hospedero
intermediario es el caracol.
Tomado de (Mateus, 1983, pp. 22).

2.6.3. Cestodos

Los cestodos también llamados gusanos segmentados, comprenden un gran
namero de parasitos internos que en estado adulto parasitan el tracto digestivo
de hospedadores vertebrados (Quiroz Romero, 2013, pp. 286). Los trematodos
y cestodos difieren en que estos ultimos tienen un cuerpo en forma de cinta 'y no

tienen tubo digestivo (Urquhart et al., 2001, pp. 136).

Todos los miembros pertenecientes a la clase Cestoda, son endoparasitos con
un buen sistema de anclaje y al presentar un ciclo biologico indirecto requieren

dos 0 méas hospedadores intermediarios (Padilla Alvarez & Cuesta Lopez, 2003,
pp. 28).
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Los cestodos que parasitan a las vacas de edad adulta son los pertenecientes al
género: Moniezia, Thysaniezia, Thysanosoma, Stilesia y Avitellina (Cordero del

Campillo & Fernandez Gonzalez, 1981, pp. 275).

En el ganado vacuno, el principal representante de los cestodos es Moniezia
spp., causante de la enfermedad llamada monieziosis también conocida como
teniasis o cestodosis. Esta enfermedad es causada por cestodos de las
especies: Moniezia expansa y Moniezia benedeni. M. expansa se localiza en el
intestino delgado de caprinos, ovinos y bovinos con una alta prevalencia en todo
el mundo y puede llegar a medir hasta 6 metros de largo y 1.7 cm de ancho. Por
otro lado, M. benedeni, también se localiza en el intestino delgado de rumiantes
pero es mas ancha que M. expansa pudiendo alcanzar los 2.6 cm de ancho
(Quiroz Romero, 2013, pp. 294).

Las tenias o lombrices “chatas”, son las mas conocidas por los ganaderos de
todo el mundo debido a que por su gran tamafio se pueden ver facilmente en el

estiércol de los animales (Castro Ramirez, 1984, pp. 320).

Debido a que Moniezia puede alcanzar grandes tamafos, ejerce una accion
mecanica debido a que ocupa el espacio destinado para los alimentos. Ademas
genera efectos irritantes y téxicos debido a los productos metabdlicos del
parasito manifestandose como problemas entéricos en el hospedero y en
algunas ocasiones llegan a generar problemas nerviosos. Las lesiones
producidas por Moniezia pueden ser cronicas presentando anemia y caguexia.
Las lesiones agudas se dan generalmente en animales jovenes produciendo
inflamacion del intestino la cual puede llegar a ser grave, enteritis y hemorragias
(Quiroz Romero, 2013, pp. 294 - 295).

2.6.3.1. Morfologia

En estado adulto, los parésitos de la clase Cestoda tienen un color amarillento o
gris y un cuerpo aplanado dorsoventralmente. Como se observa en la figura 6,

los parasitos presentan tres regiones que son:
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e Escolex: Es el extremo anterior del cestodo, tiene forma globular o
esférica y pueden variar. En esta region se encuentran los 6rganos de
fijacion como acetabulos, ventosas, botridios, rostelos o ganchos.

e Cuello: esta region se localiza inmediatamente después del escolex,
contiene células germinales que dan origen a los proglétidos en un
proceso llamado estrobilacion mediante reproduccion asexual.

e Proglotidos: Esta zona esta formada enteramente por proglétidos los
cuales se clasifican en inmaduros, maduros y gravidos dependiendo de
su estado de desarrollo. En los proglétidos maduros se desarrollan los
organos genitales los cuales se atrofian cuando el utero esta lleno de
huevos en este punto los proglétidos gravidos se desprenden y son
eliminados por las heces (Quiroz Romero, 2013, pp. 286 - 287).
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Figura 6. Morfologia tipica de un cestodo adulto.
Tomado de (Urquhart et al., 2001, pp. 137).

El sistema nervioso de los cestodos se considera complejo, lo cual se evidencia
en el movimiento relativamente coordinado que realizan estos parasitos, por lo
que se ha determinado que tienen un apéndice parecido a un “cerebro”. El
“cerebro” se localiza en el escdlex, también existen troncos nerviosos a lo largo

del cuerpo y nervioso que parten desde el “cerebro” hacia los musculos y el
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aparato reproductor. Ademas de estas regiones nerviosas se ha comprobado
gue estos parasitos poseen terminaciones sensitivas en su tegumento (Cordero
del Campillo & Rojo Vazquez, 2007, pp. 107).

En cuanto al sistema reproductor, en los proglotidos maduros se encuentran
organos masculinos y femeninos. Ambos aparatos se unen en un mismo poro
genital el cual se encuentra en la superficie conformando lo que se conoce como

atrio genital (Quiroz Romero, 2013, pp. 288).

2.6.3.2. Desarrollo

Los cestodos no tienen como unico objetivo llegar al hospedador para continuar
con su ciclo bioldgico, si no también debe establecerse, desarrollarse, madurar
y reproducirse. En el hospedero intermediario el cestodo crece en tamafio sin
embargo, la madurez sexual la alcanza en el hospedador definitivo. La forma
infectiva del cestodo es en el estadio de huevo (Figura 7) o larva. Para que pueda
infectar al animal el huevo debe desenquistarse o eclosionar, luego llegar a la
madurez, fecundar y poner huevos para mantener el ciclo (Cordero del Campillo
& Rojo Véazquez, 2007, pp. 108).

Figura 7. Huevo del cestodo Moniezia expansa
Tomado de (Rodriguez & Juela, 2016, pp.39).

El ciclo biolégico de los cestodos se da mediante un hospedero intermediario
conocido como pijo de pasto o acaros del pasto pertenecientes al orden

Oribatida. Al ingerir estos acaros el animal se infesta del parasito en su estadio
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infectante. Los terneros son los mas afectados por los cestodos lo cual les impide
el paso del alimento (Mateus, 1983, pp. 14).

2.6.3.3. Ciclo bioldgico

Una vez que el cestodo se encuentra en el intestino delgado del bovino, los
huevos y segmentos del gusano son expulsados por las heces fecales (Figura
8). Cuando el parasito se encuentra en el medio ambiente, el 4caro oribatido
(hospedero intermediario) ingiere los huevos, dentro del hospedero se digiere el
embrioforo a causa de las secreciones gastricas y se activa la oncosfera, la cual
mediante ganchos se adhiere y penetra la mucosa. En la mucosa, el parésito
alcanza el sistema circulatorio hasta llegar a la localizacién preferencial para al
parasito y es ahi donde la oncosfera se desarrolla hasta llegar al estadio larvario
conocido como metacestodo. El parasito abandona al hospedero intermediario
como metacestodo y vuelve al medio ambiente donde es ingerido por el bovino,
ya en el hospedero definitivo el escolex se adhiere a la mucosa y el resto de
estructuras son eliminadas y asi desde la base del escolex inicia la formacion de
la cadena de progl6tidos (Urquhart et al., 2001, pp. 138).
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Figura 8. Ciclo bioldgico tipico de cestodos en bovinos, donde su hospedero
intermediario es el &caro o piojo del pasto.
Tomado de (Mateus, 1983, pp. 15).



26

2.6.4. Protozoarios

Los protozoarios corresponden a un grupo de células eucariotas simples
unicelulares. Como la mayoria de eucariotas, los protozoos almacenan su
material genético en los cromosomas los cuales se encuentran dentro de una

membrana nuclear (Urquhart et al., 2001, pp. 239).

Se considera que los protozoos son las primeras células que existieron dando
origen a los seres vivos mas antiguos. Debido a que poseen un pequefio tamafio,
la capacidad de resistir a condiciones medioambientales adversas y formar
quistes o esporas, muchas de las especies de protozoos son cosmopolitas y
otras de distribucion limitada. Suelen ser comensales, de vida libre, parasitos o

mutualistas (Alvarez, 2006, pp. 62).

Se han descrito 45 000 especies de protozoarios. Se encuentran practicamente
en todos los ambientes ecolégicos y habitats en los que hay vida, por lo que
forman parte de la cadena alimenticia. Los parasitos protozoarios generan
importantes enfermedades en vertebrados de todos el mundo como por ejemplo

piroplasmosis, paludismo, coccidiosis, amibiasis, (Quiroz Romero, 2013, pp. 60)

Las infecciones causadas por protozoarios pueden ser asintomaticas y de no ser
tratadas pueden provocar la muerte, sin embargo depende de la resistencia del

huésped, especie y cepa del parasito (Yaeger, 1996).

2.6.4.1. Morfologia

Las estructuras de los protozoarios se conocen como organelos debido a que
representan distintas proporciones de la célula. Los protozoarios se consideran
eucariotas debido a que poseen uno o mas nucleos definidos por una membrana
(Quiroz Romero, 2013, pp. 60).

La locomocidn de estos organismos se da mediante flagelos, cilios,
pseuddpodos o movimientos de la misma célula (Alvarez, 2006, pp. 62). Existe

otro tipo de locomocion llamado planeador y esta manera de movilizarse se da
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en Sarcocystis, Toxoplasma y en los merozoitos de coccidias (Quiroz Romero,
2013, pp. 61).

La nutricion de los protozoarios ocurre mediante fagocitosis o pinocistosis y los
productos metabdlicos son eliminados por difusion desde la membrana celular al
exterior (Urquhart et al., 2001, pp. 240). Sin embargo, también se conoce otros
tipos de nutricion como: Hol6trica: propia de los fitifalgelados en donde el
alimento se sintetiza por cromatéforos o clorofila. Holozoica: comprende la
nutricion con materia organica y Saprozoica: se considera un tipo de nutricion no

especializada (Quiroz Romero, 2013, pp. 61 - 62).

2.6.4.2. Reproduccién

Los protozoarios presentan reproduccion sexual y asexual dependiendo la
especie. La reproduccion asexual por fisién binaria es la forma mas comun. Sin
embargo, la fisibn mdltiple también conocida como esquizogonia se da
principalmente en organismos del filo Apicomplexa. La gemacion o
indiodogénesis se da en Toxoplasma, Sarcosystis y Besnoitia. Algunos
protozoarios forman quistes o esporas como estado de resistencia. El quiste es
la formacién de una capa gruesa que rodea al organismo. Por otro lado, una
espora se produce en el interior del organismo en la que también se forma una
capa gruesa con mas de un organismo. Este proceso se conoce como
esporognia y cada individuo producto de la espora se conoce como esporozoito
(estado infectante de los protozoos), y al estado movil vegetativo se le conoce
como trofozoito (estado en el que el protozoo se alimenta del hospedero y se
desarrolla hasta que empieza a reproducirse) (Quiroz Romero, 2013, pp. 62 - 63)
& (Urquhart et al., 2001, pp. 240).

2.6.4.3. Clasificacion

Los protozoos parasitos se clasifican en tres filos en base a su motilidad y son:
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I.  Phylum Sarcomastigophora
o Subphylum Sarcodina — amoebae: su movimiento se basa en la
emision de pseodudpodos.
o Subphylum Mastigophora — flagelados: su movimiento se da
mediante uno o mas flagelos.

II.  Phylum Ciliophora: Su locomocién es mediante cilios, érganos
filamentosos similares al pelo.

lll.  Phylum Apicomplexa: Estos parésitos formadores de esporas se
mueven con la flexiébn de su mismo cuerpo. Todos los integrantes de este
filo son parasitos. Mediante un complejo apical invaden el cuerpo del
hospedador (Mille Pagaza, Pérez Chi, & Villasefior Cordova, 2010, pp.
39).

2.7.Filo Apicomplexa

Las Apicomplexa son organismos unicelulares que tienen la capacidad de
penetrar los tejidos animales para obtener alimento de ellos (Monge-Najera,
Gomez Figueroa, & Rivas Rossi, 2002, pp. 269). Los organismos pertenecientes
a este filo provocan enfermedades como: malaria causada por Plasmodium spp.,
babesiosis causada por Babesia spp., cryptosporidiosis causada por
Cryptoporidium spp., toxoplasmosis causada por Toxoplasma gondii,
sarcosporidiosis por Sarcocystis spp., y eimeriosis causada por Eimeria spp.
Theileria y Eimeria se consideran altamente patégenos y de importancia
econdémica en animales de produccion debido a que las enfermedades que
producen incurre en enormes costos (Muller, Cerdan, & Radulescu, 2016, pp.
196).

Los protozoarios que afectan comunmente a vertebrados de interés veterinario
como los bovinos son los pertenecientes a la familia Eimeriidae de la clase
Coccidia. Generalmente, las coccidias son parédsitos internos del epitelio
intestinal causantes de la enfermedad conocida como coccidiosis, que de
acuerdo a su sintomatologia se puede confundir con las enfermedades causadas
por nematodos. Aunque los géneros Eimeria, Isospora y Crypstosporidium son

de gran importancia veterinaria, cuando se habla de coccidiosis se hace
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referencia Unicamente a los géneros Eimeria e Isospora. La ubicacion de las
coccidias en el tracto gastrointestinal (Figura 9) y el efecto que producen

depende de la especie de Eimeria (Urquhart et al., 2001, pp. 256).
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Figura 9. Localizacion de coccidias de bovino
Tomado de (Urquhart et al., 2001, pp. 123).

2.7.1. Caracteristicas

Los protozoos que forman parte de este filo tienen caracteristicas morfolégicas
y biolégicas en comun, lo cual los distingue del resto de grupos. Estas

caracteristicas son:

o Poseen un ciclo biolégico metaciclico en el que se observan tres fases
que son: fase agamonica en donde se da una multiplicacion asexual, fase
gamogonica en donde ocurre la deformacion de los gametos y se forma
el zigoto y por ultimo la fase esporogonica donde se divide el zigoto y se
forman esporozoitos los cuales son los encargados de que el parasito
pase directa o indirectamente a un nuevo hospedero.

o Son parasitos intracelulares durante las fases de multiplicacion asexual.
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o Presentan una unica organela llamada complejo apical que se encuentra
siempre presente en los zoitos para penetrar e infectar la célula y
continuar su desarrollo intracitoplasmatico (Gallego Berenguer, 2007, pp.
166).

2.7.2. Morfologia

En la clase coccidia, reconocer la morfologia de los ooquistes es importante para
realizar una correcta identificacion microscoépica (FiguralO). Los ooquistes se
identifican segun el tamafio y la forma lo cual varia segun la especie (Figura 11).
Suelen tener formas ovoides, elipsoidales o esféricas. Generalmente los
ooquistes poseen una cubierta refractii y en algunas especies se puede
reconocer un poro pequefio en un extremo llamado micrépilo (Urquhart et al.,
2001, pp. 257).

Micropilo con capsula polar

Esporacistos
conteniendo
2 esporozoitos

Cuerpo residual

Figura 10. Morfologia de un ooquiste esporulado
Tomado de (Urquhart et al., 2001, pp. 259).
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Figura 11. Ooquistes de coccidias de bovino.
Tomado de (Quiroz Romero, 2013, pp. 124)
a) Eimeria subspherica

b) E. zuernii

c) E. ellipsoidalis

d) E. cylindrica

e) E. alabamensis

f) E. bukidnonensis

g) E.bovis

h) E. canadensis

i) E. auburnensis

J) E. brasiliensis

Por otro lado, para una correcta identificacion en estadios tisulares, es

indispensable reconocer la morfologia del zoito.

Los merozoitos y esporozoitos se conocen como zoitos de Apicomplexa (Figura
12), tienen una forma oval alargada con el extremo anterior reducido. Poseen
una cara laminar reforzada por microtubulos los cuales poseen un anillo polar

anterior cerca de la regién apical y un anillo pr6ximo al extremo posterior. El
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complejo apical esta formado por un conoide con una pared compuesta de
estructuras microfibrilares el cual se encuentra en el anillo anterior. Las robtrias
son mas de dos organelas en las que la region anterior pasa por el conoide y se
extiende hasta el apice en donde se localizan los micronemas que se distribuyen
desde el conoide hasta la mitad del zoito. Ademas, en el zoito se puede distinguir
el reticulo endoplasmatico rugoso, aparato de Golgi, mitocondrias y el nucleo
(Gallego Berenguer, 2007, pp. 166 - 167).
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Figura 12. Morfologia del zoito de una Apicomplexa.
Tomado de (Cruz Reyes & Camargo Camargo, 2001, pp. 97).

La reproduccién es asexual, en el que a partir de un zigoto se forma un ooquiste
con una pared gruesa que le brinda resistencia al calor y a la desecacion (Monge-

Najera, Gdmez Figueroa, & Rivas Rossi, 2002, pp. 269).

2.7.3. Clasificacion

Clase Gregarinea: Los trofozoitos en estado maduro son de gran tamafio con
una forma alargada que se divide en tres partes: epimerito con la cual se fijan al
hospedero, protomerito y deutomerito en donde se encuentra el nucleo. Su

reproduccion es asexual por isogamina. Crecen en el tubo digestivo o cavidades
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del huésped, que pueden ser insectos, lombrices de tierra y varios vertebrados
inferiores. Ejemplo: Gregarina y Monocystis (Mille Pagaza et al., 2010, pp.
39)(Figura 13).

A
Monocystis

Figura 13. Microorganismos pertenecientes a la clase Gregarinea.
Tomado de (Mille Pagaza et al., 2010, pp. 40).

Gregarina

Clase Piroplasmea: Son parasitos que se encuentran en los glébulos rojos de
vertebrados y tienen distintas formas: pera, circular y amiboide. Se encuentran
rodeados por una sola membrana y los componentes del complejo apical de

estos parasitos se encuentran reducidos.

El movimiento de estos parasitos se da mediante flexion del cuerpo debido a que
generalmente no presentan pseuddpodos para la locomocion, sin embargo en
ciertos parasitos se pueden encontrar pseudopodos destinados a la
alimentacion. Su reproduccidn es asexual mediante esquizogonia o fision
binaria, no producen pseudoquistes ni esporas. Su vector principal son los
acaros y garrapatas. (Quiroz Romero, 2013, pp. 66) & (Mille Pagaza et al., 2010,
pp. 41) (Figura 14). Dentro de la clase Piroplasmea encontramos a las familias
Babesiidae y Theileriidae (Alvarez, 2006, pp.67).
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Babesia Theileria

Figura 14. Microorganismos pertenecientes a la clase Piroplasmea. Familias
Babesiidae y Theileriidae.
Tomado de (Mille Pagaza et al., 2010, pp. 41).

Clase Coccidia: La mayoria de las especies pertenecientes a esta clase son
polimdrficas y no poseen estructuras locomotoras. Presentan un ciclo de vida
complejo con alternancia de generaciones que son: merogamia, gametogamia y
esporogonia quienes tienen varios hospederos. Algunos de estos parasitos son
especificos en cuanto a su hospedero, mientras que otros pueden parasitar a un
amplio numero de hospederos tanto vertebrados como invertebrados (Mille
Pagaza et al., 2010, pp. 40) (Figura 15). Los trofozoitos en estado maduro son
intracelulares y pequefios, por ejemplo: Isospora, Emireria, Toxoplasma,
Plasmodium (Alvarez, 2006, pp. 67).

F.zmerza Toxoplasma Plassodiin

Figura 15. Microorganismos pertenecientes a la clase Coccidia.
Tomado de (Mille Pagaza et al., 2010, pp. 40).
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2.7.4. Caracteristicas de las principales especies de coccidias
identificadas en bovinos

De las 13 especies de coccidias identificadas en bovinos, las especies mas
comunes son: E. ellipsoidalis y E. auburnensi. E. zuernii y E. bovis. Sin embargo,
E. zuernii y E. bovis (Figura 16) se consideran como las principales especies
patébgenas en bovinos de todo el mundo (Tamasaukas, Agudo, Leonel, &
Vintimilla, 2010, pp.1).

Eimeria ellipsoidalis: los ooquistes tienen forma de elipse o ligeramente
ovalada. Con un cuerpo Stiedae la pared es de una sola capa sin presencia de

color.

Eimeria auburnensis: los ooquistes tienen forma ovoide con un tamafio de 32
a 46 por 19 a 28 micras. Tienen una pared lisa de color amarillo claro y un

micrépilo con un granulo polar, los esporoquistes presentan cuerpo Stiedae.

E. zuernii: Los ooquistes pueden tener distintas formas: ovoide, subovoide,
subesférica o elipsoidal. Miden entre 12 a 29 por 10 a 21 micras. La pared es lisa
compuesta por una sola capa descolorida, algunas presentan granulo polar. Los

esporoquistes tienen un cuerpo fino con forma Stiedae.

e Ciclo biolégico: Los esquizontes invaden el intestino delgado, ciego y
colon entre los 2 y 19 dias de la infeccion. Una vez maduros los
esquizontes producen entre 20 a 40 merozoitos. Mas adelante se produce
una reproducciéon asexual y se forman los macrogametos de los cuales se

forman los ooquistes.

Eimeria bovis: Ooquistes con forma ovoide, con un tamafo de 23 a 34 por 17 a
23 micras. La pared presenta dos capas, la pared interna se distingue por tener
un color café — amarillento mientras que la pared externa no tiene color. Los

esporoquistes tienen cuerpo Stiedae con residuos del esporoquiste.

e Ciclo biologico: Los esporozoitos tienen la capacidad de invadir las células
del endotelio del intestino delgado. Los esquizontes maduran entre los 14
y 18 dias los cuales contienen miles de merozoitos. En este punto se

puede ver facilmente en la pared del intestino como puntos blancos. La
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segunda generacion de esquizontes se desarrollan en el ciego y colon
donde se produce la reproduccion sexual (Quiroz Romero, 2013, pp. 123
- 125).

Figura 16. Ooquistes de Eimeria.

Tomado de (Speer & Hammond, 1972, pp. 114).
a) Ooquiste de Eimeria bovis.

b) Ooquiste de Eimeria zuernii.

2.7.5. Ciclo bioldgico

Los parésitos del Filo Apicomplexa poseen una reproduccion en la cual se
alternan fases asexuadas y sexuadas, se desarrollan tres etapas: agamogonica,
gamogonica y esporogonia de las cuales las dos ultimas comprenden las fases
sexuales. Los estadios de la reproduccién asexual se conocen como fase
agamogonica en la cual el parasito se multiplica y su invasion se extiende por los

determinados tejidos del vertebrado (Gallego Berenguer, 2007, pp. 167 - 168).

El ciclo biolégico (Figura 17) comienza con la esporulacion. En esta fase los
ooquistes no esporulados que contienen el protoplasma se liberan al exterior del
animal por las heces fecales. En el medio ambiente se liberan los esporoblastos
y cada esporoblasto libera un esporocisto mientras que en el protoplasma se
forman los esporozoitos, esta etapa toma de 2 a 4 dias en condiciones éptimas,
al final se forman ooquistes esporulados constituidos por cuatro esporocistos y
en cada uno de ellos se encuentran dos esporozoitos. A continuacion inicia la

reproduccién asexual, los ooquistes esporulados ingresan al animal cuando este
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ingiere pasto contaminado. Dentro del animal se liberan los esporocistos y de
estos se desprenden los esporozoitos los cuales penetran las células epiteliales,
adoptan una forma redonda y en este punto se conocen como trofozoitos. Al
cabo de unos dias los trofozoitos se dividen mediante fisién binaria dando lugar
al esquizonte. Una vez que el ezquizonte madura, éste y la célula hospedadora
se rompen y dejan salir a los merozoitos los cuales invaden a las células vecinas.
Finalmente, se da la fase de reproduccién sexual. Esta fase comienza con la
formacién de los gametos femeninos y masculinos a partir del merozoito, la union
de los gametos da lugar al zigoto conocido como ooquiste, y se repite el ciclo
(Urquhart et al., 2001, pp. 257 - 258).
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2.8.Coccidiosis bovina

Los coccidios son pardsitos microscopicos gastrointestinales comunes en los
bovinos, que producen la enfermedad conocida como coccidiosis bovina. Esta
enfermedad es cosmopolita y se presenta principalmente en el ganado menor a
un afio de edad, sin embargo también se puede manifestar en animales adultos
pero los sintomas clinicos son muy pocos. El desarrollo de la enfermedad
depende sobre todo de las condiciones epidemiologicas que faculten la ingestién
masiva de ooquistes, como condiciones higiénicas deficientes, exceso de
animales en un solo corral y alimento contaminado con el parasito (Urquhart et
al., 2001, pp. 263).

Los bovinos son infectados al ingerir alimento contaminado. Los parasitos
invaden las células del intestino donde se multiplican y luego migran a otras
células, este proceso se repite varias veces para luego salir en la materia fecal.
Ya en el suelo los coccidios maduran hasta convertirse en coccidios infectantes,
los mismos que causan la enfermedad al ser ingeridos por otro animal. La
coccidiosis bovina es causada por especies del género Eimeria, (Quiroz Romero,
2013, pp. 125).

2.8.1. Sintomas de la coccidiosis bovina

El sintoma mas comudn es la diarrea que en algunas ocasiones puede estar
acompafnado de moco y sangre. En los terneros se presenta poca cantidad de
materia fecal, prolapso rectal, deshidratacion, pérdida de apetito, debilidad,
anemia y cuando existen complicaciones puede producirse neumonia (Mateus,
1983, pp. 17 - 18).

Durante los primeros 15-19 dias de infeccion hay presencia de diarrea simple o
sanguinolenta con olor fétido y moco ademas de fiebre y tenesmo, con dificultad
para evacuar. Los terneros con cargas parasitarias de 125 000 llegan al estado
de moribundos, pero los que tienen de 250 000 en adelante mueren a los 24 —
27 dias después de haberse infectado. La anemia puede variar segun la cantidad

de sangre que haya perdido el animal, en casos graves el animal queda disneico
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con debilidad extrema y como consecuencia se presenta la deshidratacion y la

anorexia (Quiroz Romero, 2013, pp. 127).

Cabe mencionar que el dafio causado por coccidias en bovinos depende de
distintos factores, como por ejemplo la carga parasitaria, edad del animal o su

estado de salud (Quiroz Romero, 2013, pp. 126).

Los principales factores que aumentan la probabilidad de infeccion por coccidias
son la falta de higiene del habitat de los animales, las especies de coccidias
presentes en un determinado entorno, tasa de infeccion, infecciones continuas y
estrés como la sed, cambios en la dieta, ayuno, temperaturas extremas y otras
infecciones que aquejen al animal (Pérez - Garcia, Alvarez - Sanchez, Mainar -

Jaime, & Rojo - Vazquez, 2002, pp. 2).

2.8.2. Diagnostico y control de coccidios

El diagndstico de la coccidiosis bovina se realiza tomando en cuenta los
sintomas mencionados y la edad del animal. Existen otras enfermedades que
presentan sintomatologia similar y se debe reconocer el tipo de organismo

parasito infeccioso (Mateus, 1983, pp. 18).

Los sintomas clinicos se presentan aproximadamente 2 dias después de que el
animal excreta los ooquistes. Mediante examenes coproldgicos se determina la
presencia de coccidias y se puede determinar la especie de Eimeria que

ocasiona la enfermedad (Jiménez, 2005, pp. 53).

Los animales afectados se deben tratar con drogas especificas y ademas con un
tratamiento que alivie los sintomas de anemia, deshidratacion y diarrea. Como
medida preventiva se deben tratar a los terneros de la misma edad aunque no

muestren sintomas (Mateus, 1983, pp. 18).

El control para evitar que los animales contraigan una infeccién por coccidias es
de suma importancia. Para evitar el desarrollo de las coccidias se debe controlar
constantemente el entorno en el que se encuentran los animales. Se deben

implementar estrategias como mantener secas y limpias las zonas de parto,
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cerciorarse que los animales recién nacidos reciban de 3 a 5 litros de calostro
durante las primeras 24 horas para asegurar que el animal adquiera inmunidad,
los corrales deben limpiarse constantemente, los comederos y bebederos deben
mantenerse limpios, desinfectarse periédicamente y mantenerlos lejos de la
contaminacion con heces fecales, las zonas de pasto deben ser drenadas y no
permimtir que el agua se empoce, evitar que animales de distintas edades se
mezclen, tan pronto como se detecte un animal enfermo se debe separar del
resto del hato para que no contagie a otros animales e implementar medidas de
tratamiento rapido y adecuado para los animales enfermos (Jiménez, 2005, pp.
53).

Los anticoccididsicos previenen la enfermedad, sin embargo impiden el
desarrollo de la inmunidad. En las épocas donde hay mas riesgo de contagio se
debe administrar el anticoccidiésico por 2 — 4 semanas. En el ganado es comun
utilizar farmacos como decoquinato, amprolio, monensina, salinomicina y
lasalocid. También es aconsejable administrar los farmacos en periodos criticos
como hembras en periparto, primeros meses de vida del animal, entrada a

estabulacion, etc. (Pérez - Garcia et al., 2002, pp. 6).

2.9.Importancia de las enfermedades parasitarias

Las parasitosis en animales de produccion tienen gran importancia econémica.
La mayoria de las enfermedades parasitarias tienden a ser crénicas por lo que
las pérdidas econémicas se deben estimar con cuidado. Los bovinos
aparentemente normales con cargas bajas o regulares de nematodos
gastrointestinales dejan de ganar 30 kg de peso al afio. Los animales infestados
con Fasciola hepéatica reducen su produccion de leche entre el 5 — 40 %.
Ademas, existe una reduccién de la fertilidad y para la produccion de carne se

pierden 35 kg en un afio (Quiroz Romero, 2013, pp. 52).
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2.10. Control de endoparésitos en general y tratamiento

El concepto “control” en este caso consiste en convivir con un cierto nimero de
parasitos y no la eliminacion o erradicacion total, debido a que con el
conocimiento que se acerca de los parasitos internos de animales domésticos,

es imposible erradicarlos por completo (Mateus, 1983, pp. 5).

El control debe verse como un conjunto de medidas en las que se considere
todos los componentes del habitat en el que se encuentran los parasitos. El
hébitat o sistema dinamico del que forman parte los parasitos esta compuesto
por la poblacién animal afectada, el entorno ecoldgico y el ambiente, el productor
en pos de aumentar la produccion y los parasitos en la busqueda de sobrevivir y

multiplicarse (Mateus, 1983, pp. 5).

En la mayoria de parasitosis las medidas higiénicas mas elementales resultan
eficaces. La administracion de antiparasitarios constituye una medida importante
de los programas sanitarios. En el mercado existe una gran cantidad de farmacos
eficaces para formas larvarias y gusanos adultos. Desde el punto de vista
profilactico existen farmacos altamente eficaces en su accion terapéutica contra
los huevos de parasitos. Los farmacos que han reportado mejores resultados y
por lo tanto los mas eficaces en el ganado vacuno son los imidiazotiazoles como
el levamisol, probemzimidazoles en la presentacion de netobimin y febantel,
avermectinas como moxidectina, ivermectina, y doramectina, y benzimidazoles

como albendazol y fenbendazol (Pérez - Garcia et al., 2002, pp. 7).

2.11. Métodos de diagndéstico de endoparésitos

2.11.1. Métodos coprolégicos

El método de diagndstico mediante andlisis coproparasitario permite determinar
la carga parasitaria en cuanto a esporas, quistes, ooquistes, trofozoitos y larvas
en muestras fecales y es ampliamente utilizado para determinar la presencia de
parasitos gastrointestinales en ganado. Los mas utilizados son los métodos de

concentracion los cuales se fundamentan en el aumento de parasitos en un
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volumen determinado de heces (Basso, Venturini, & Risso, 1998, pp. 52 - 56).

Los métodos de concentracion son:

o Flotacion: En el método de flotacion se puede encontrar dos variantes; el
método propuesto por Willis en 1921 que utiliza una solucién
sobresaturada de sal (Rodriguez Bataz, 2008, pp. 61), mientras que el
método propuesto por Sheather utiliza una solucion sobresaturada de
azucar. Sin embargo, el objetivo de ambos métodos es que los parasitos
del fondo del recipiente asciendan a la superficie por tener un menor peso
en relacién a la solucion sobresaturada. La seleccion del método depende
del tipo de parésitos que se pretenda identificar (Basso, Venturini, & Risso,
1998, pp. 52 - 56).

o Sedimentacion: El método de sedimentacion mas utilizado es también
conocido como el método formol — éter propuesto por Ritchie en 1948.
Este método se basa en el uso de liquidos de baja densidad los cuales
separan a los parasitos en el fondo del recipiente por ser mas densos, el
éter permite eliminar restos organicos, mientras que el formol mantiene

la integridad de los huevos y formas parasitarias (Rodriguez Bataz, 2008,
pp. 62).

2.11.2. Métodos Moleculares
2.11.2.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se puede resumir en los siguientes pasos:

Ruptura celular: La obtencion de ADN generalmente se puede realizar de todas
las células tomando en cuenta la necesidad y facilidad de las mismas. Se pueden
usar soluciones detergentes para la extraccion de ADN de parasitos vy tejidos;

asi como también enzimas para la extraccion de ADN en bacterias.

Eliminacion de proteinas: Para eliminar las proteinas se pueden usar varias
enzimas proteoliticas. La mas usada por no necesitar de autodigestion es la
proteinasa K, sin embargo tiene la desventaja de ser mas costosa. La proteina

K trabaja a 37 °C, a una concentracion de 0.5 mg/mL
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Eliminacion de ARN: Una vez que se han liberado los acidos nucleicos y digerido
las proteinas con las proteasas, el ARN puede ser removido con el uso de
ribonucleasas (RNasas). La RNAasa se activa a una temperatura de 50 °C a

concentraciones de 100 mg/mL y debe ser llevada a incubacion por 1 hora.

Extraccion de proteinas: Para eliminar las proteinas de las muestras se utiliza
solventes organicos como el fenol en relacion 1:1 (v/v) con la muestra que se
requiere limpiar. Se recomienda realizar una extraccion con fenol, seguida de
una extraccion de fenol:cloroformo (1:1) y para finalizar una extraccion con

cloroformo para limpiar las trazas de fenol.

Precipitacion del ADN: Para concentrar el ADN se pueden usar varias sales de
acetato de sodio y potasio. Posteriormente se precipita con etanol, por ser volatil,
e incuba a -20 °C de 15 a 30 min, para finalizar se resuspende en el buffer o
amortiguador para mantener constante el pH y se cuantifica el ADN (Zavala
Castro, 2005, pp. 31) & (Walker & Rapley, 2008, pp. 22- 26).

2.11.2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es la principal herramienta diagnostica que utiliza la biologia molecular
y que permite obtener millones de copias de ADN a partir de una secuencia
blanco de interés. La reaccion se lleva a cabo en pocas horas y ciclos, la cual
tiene varios pardmetros. Se necesita estrictamente una muestra de ADN molde
para la amplificacion, reactivos entre los cuales tenemos cebadores conocidos u
oligonucleotidos, ADN polimerasa, desoxirribonucledsidos trifosfato (ANTPS),
agua usada como solvente y adicionalmente solucibn amortiguadora para

estabilizar la reaccion (Villegas, Sanchez, & Chuaire, 2009, pp. 348).

Se necesitan 3 pasos llamados desnaturalizacion, alineamiento y extension que
se deben repetir por cada ciclo de la PCR. El primer paso es la desnaturalizacién
para que las dos cadenas del ADN molde se separen, proceso que ocurre a una
temperatura entre los 94 — 96 °C por lo menos durante 1 minuto. En la segunda
etapa llamada alineamiento o hibridacion de los cebadores con las secuencias

complementarias del molde de ADN delimitan el sitio que se busca amplificar a
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una temperatura que oscila entre los 50 — 65 °C. La ultima fase de reaccion
denominada extension consta en sintetizar las nuevas hebras de ADN mediante
la ADN polimerasa, la cual incorpora aproximadamente 100 nucleétidos por
segundo a una temperatura entre los 70 — 72 °C (Villegas et al., 2009, pp. 348)
& (Bolivar, Rojas, & Garcia, 2014, pp. 25 - 26).

2.11.2.3. Gen ribosomal 18S

Los genes ribosomales como el 18S, 28S, 5.8S son los encargados de codificar
para el ARNr que junto con las proteinas celulares eucariotas conforman el
ribosoma el cual es el responsable de traducir el ARN mensajero para dar origen

a proteinas celulares (Jiménez & Merchant, 2003, pp. 164).

El gen 18S rRNA ha sido usado para establecer relaciones filogenéticas entre
organismos del grupo coccidios del filo Apicomplexa. Ademas se ha empleado
para identificar géneros de Cryptosporidium spp, Eimeria spp y Cyclospora spp.
(Duszynski & Morrow, 2014, pp. 169).
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CAPITULO lII. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL
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CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Poblaciény muestra

4.1.1. Disefo del estudio

Es un estudio de corte transversal realizado en la poblacion de ganado bovino

de laisla Santa Cruz en el Archipiélago de Galapagos.

Se tomo 326 muestras de heces fecales de bovinos adultos y terneros de un total
de 63 unidades de produccion agropecuaria (UPA). Durante el muestreo se
realiz6 una encuesta a los duefios de las fincas en donde se recolectaron datos
sobre el sector al que pertenece la finca, raza del animal, sexo, edad y

antecedentes de desparasitacion (Anexo 1).

4.1.2. Tamano de la muestra

Se determiné el nimero de fincas a muestrear, mediante la formula descrita por
Martinez-Gonzalez, Sanchez-Villegas, Toledo Atucha, & Faulin (2014, pp. 201).

0.2

E2 0-2
LW

22
(Ecuacion 1)
Donde:

o=20.5 E =0.087

Z,
Entonces:
(0.5)2

" =0.087)2 (0.5)2
(1.96)2 T 124

n= 63
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4.1.3. Area de estudio

La isla Santa Cruz es la isla més habitada del Archipiélago de Galapagos. Al ser
la isla con mayor actividad econdmica cuenta con un gran numero de predios
dedicados a la ganaderia y agricultura. Posee un area de 987 km? y una altitud
maxima de 864 msnm. Entre septiembre y octubre del 2017 se visitaron 63
propiedades en isla Santa Cruz (Figura 19). De cada finca se muestreo el 10 %
del total de animales, en total se recolectaron 326 muestras de heces fecales
de bovinos adultos y terneros. Las UPA se clasifican entre medianas (25 — 250
animales) y pequefias (menos de 25 animales). Las fincas se encuentran
localizadas en 9 sectores que son: El occidente, El Carmen, Salasaca, Camote,
Santa Rosa, Bellavista, Guayabillas, Cascajo y Media luna. Ademas, se tomaron

muestras de 2 fincas en las que no estaba definido el sector (tabla 2).

Tabla 2.
Distribucion de fincas por sectores de las zonas ganaderas de la isla Santa
Cruz.
Sector Numero de
fincas
El Occidente 6
El Carmen 15
Salasaca 13
Camote 10
Santa Rosa 10
Bellavista 1
Guayabillas 2
Cascajo 3
Media luna 1
No definido 2
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Figura 19. Isla Santa Cruz en el Archipiélago de Galapagos.

4.2. METODOS

4.2.1. Tomade muestra

La toma de muestras de heces fecales se realiz6 en base al Instructivo
INT/DA/019 Toma y envio de muestras en animales domésticos (Agrocalidad,
2016, pp. 18), en donde se indica que para realizar examenes coprolégicos se
deben tomar de 1 a 4 gramos de muestra y mantenerlas en refrigeracion (no
congelar) para realizar los analisis maximo hasta 24 horas después de la toma

de la muestra.

La técnica consiste en tomar la muestra directamente del recto del animal. El
encargado de tomar la muestra debe colocarse guantes y con una bolsa plastica
debe introducir primero un dedo, debe estimular al animal e introducir otro dedo
(indice y medio), durante este proceso el bovino defecara y la muestra se toma

directamente en la bolsa plastica.

4.2.2. Pretratamiento para el procesamiento de las muestras

Una vez tomadas las muestras de heces fecales, cada muestra se dividio en 2
tubos de ensayo. En el primer tubo se colocaron aproximadamente 5 gramos de
heces y se afiadié formol al 10 % en una relacién (3:1) y se mantuvo a -4°C para
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realizar los analisis coproparasitarios. El segundo tubo de ensayo con heces se

congeld a -20 °C para la extraccién de ADN y analisis moleculares.

4.2.3. ldentificacion de  parasitos  grastrointestinales  por

microscopia

La identificacibn de los parasitos gastrointestinales se realizé mediante un
andlisis coproparasitario utilizando la técnica de flotacion de Koffoyd & Barber
con modificaciones, para lo cual se utilizé una solucion sobresaturada de NacCl
(300 g de NaCl en 1 L de agua destilada).

Se pesoO 4 g de heces en un vaso plastico de 2 onzas y se afiadié solucién
sobresaturada de sal hasta obtener una consistencia homogénea. Se filtré con
una gasa por aproximadamente 5 a 10 minutos, posteriormente se coloco el
filtrado en un tubo de ensayo de 10 mL donde se aford hasta el borde del tubo
con mas solucion sobresaturada de sal hasta conseguir la formacién de un
menisco sobre el cual se coloco un cubreobjetos. Se esperé de 15 — 30 minutos
y finalmente se puso el cubreobjetos sobre un portaobjetos para observar en el

microscopio a 10 X'y 40 X.

4.3. Analisis estadistico para determinar el grado de infeccion
4.3.1. Determinacion de la prevalencia de especies de parasitos
gastrointestinales encontrados en bovinos de la isla Santa

Cruz.

Para determinar la prevalencia de los parasitos se establecié el numero de
hospedadores infestados por una especie parasita, dividido por el numero total
de hospedadores examinados (Ecuacion 2) (Martinez-Gonzalez et al., 2014).

Este valor se expresa como porcentaje.

p I i (%) = N° de hospedadores infestados « 100
revatenca ih) = N° total de hospedadores examinados

(Ecuacion 2)
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4.3.2. Determinacién de la carga parasitaria de las distintas especies
observadas

Para establecer el grado de infeccion, se determind la carga parasitaria de cada
especie presente en las muestras fecales tanto de bovinos adultos como de
terneros, mediante la férmula descrita por Margolis, Esch, Holmes, Kuris, &
Schad (1982, pp. 131) (Ecuaciéon 3) en donde el resultado se expresa como

huevos por gramo de muestra (hpg):

numero de huevos de parasito X 10

carga parasitaria =
gramos de muestra

(Ecuacion 3)

Para determinar la carga parasitaria se establecieron 3 grados de infestacion: +
corresponde al conteo de 1 — 5 huevos de parasitos, ++ indica la presencia de 6

— 10 huevos de parasitos y +++ indica el conteo de 11 o0 mas huevos de parasitos.

4.4. Identificaciobn de parasitos grastrointestinales por métodos
moleculares
4.4.1. Extraccion de ADN

Para la extracciéon de ADN de muestras fecales, se utilizé el método 2CTAB/CAI

descrito por Quinga Socasi (2012).

Se pesaron 2 g de heces y se mezcléo con 10 mL de PBS (NaCl 150 mM,
Na:HPO4 10mM, NaH2PO4 20 mM. pH 7.4). Se tomd6 600 pyL de la mezcla
(solucién 1) y se colocé en un microtubo de 2 mL. Posteriormente se centrifugd
a 10 000 rpm por 5 minutos y se descartd el sobrenadante. Se repitié este
procedimiento en el mismo tubo 3 veces mas. Se almaceno el tubo a -4 °C por

tres dias.

Una vez transcurrido el lapso de tres dias se homogenizo en vértex, se centrifugo
a 10 000 rpm por 5 minutos y se descarté el sobrenadante. Se afiadié 1 mL de
buffer de lisis 1 (CTAB 2 %, Tris — HCI 100 mM, EDTA 20 mM, NaCl 1.4 M. pH

7.5) més 20 pL de proteinasa K, se agitdé en vortex y se incub6 a 60 °C por 2
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horas. Luego se volvié a incubar a 95 °C por 15 minutos y seguidamente se

centrifug6 a 10 000 rpm por 10 minutos.

Se colocé el sobrenadante en un nuevo microtubo de 2 mL, se afiadié 700 uL de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y se homogenizé por 30 minutos en un
agitador orbital. Enseguida se centrifugd a 10 000 rpm por 15 minutos, se colocé
el sobrenadante en un nuevo microtubo de 2 mL y se afiadié 100 uL de buffer de
lisis 2 (CTAB 10 %, NaCl 0.5 M. pH 5.5). Se incubé a 60 °C por 30 minutos, se
agrego 10 pL de RNasa y se volvio a incubar a 37 °C por 1 hora.

Se afiadié 700 pL de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y se homogeniz6 en
un agitador orbital por 30 minutos, seguidamente se centrifugd a 10 000 rpm por
15 minutos y se transfirié el sobrenadante a un nuevo microtubo de 2 mL, se
agrego 1 mL de etanol absoluto frio y se dejo reposar a -20 °C por 19 horas. Una
vez transcurrido este lapso de tiempo, se centrifugd a 10 000 rpm por 15 minutos,
se descartd el sobrenadante y se adicion6 500 uL de etanol al 70 % frio. Se
volvié a centrifugar a 10 000 rpm por 15 minutos y se volvioé a afadir etanol al
70 % frio, se descart6 el sobrenadante y se dej6 reposar los tubos por 15 minutos
boca abajo para eliminar los restos de etanol. Finalmente se resuspendio el pellet
en 50 pL de buffer TE (Tris — HCI 20 mM, EDTA 1mM. pH 8) y se incubd a 67 °C
por 30 minutos. EI ADN obtenido se almacené a -80 °C.

La concentracion y pureza del ADN obtenido se determindé en un NanoDrop ™
2000 (Thermo Fisher Scientific, USA) mediante espectrofotometria UV — visible
con una absorbancia de 260 y 280 nm. La pureza se determind con la relacion
260/280 con rangos Optimos de 1.8 a 2. Para determinar la calidad del ADN se
realizd una electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 % con SYBER ® Safe DNA
(Thermo Fisher Scientific, USA) y BlueJuice Gel Loading Buffer (10X) (Thermo
Fisher Scientific, USA). La electroforesis se realizé por 40 minutos a 120 voltios
y el resultado de las bandas se observé en un Fotodocumentador Chemidoc ™
MP (Bio — RAD, USA).
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4.4.2. Amplificacién del gen 18S rRNA para determinar la presencia

de coccidias

Para realizar la PCR se utilizé el protocolo de Chapman et al. (2016) con
modificaciones de Sevillano Mera (2017). Los cebadores utilizados consisten en
un cebador eucariota genérico hacia adelante (Forward, 3F) y un cebador inverso
especifico para apicomplexas (Reverse, ApilR) (Saffo, McCoy, Rieken, &
Slamovits, 2010) (Tabla 3).

Tabla 3.
Cebadores usados para amplificar el gen 18S rRNA de Apicomplexas con un
tamafio de 1300 pb.

Cebadores Secuencia 5’- 3’ Tamafio del
fragmento
3F GTT CGATTC CGG AGA GGG A 1300 pb
ApilR TAATCT ATC ATC CCC ACGATGC

Tomado de Sevillano Mera (2017).

Para la reaccién se llegé a un volumen total de 25 L (tabla 4), el cual contiene
5X Colorless GoTag® Reaction Buffer (Promega, USA), 0.8 uM de dNTPs,
1.5 mM de MgCl2 (Promega, USA), 1.25 U/ uL de enzima GoTaq ® Polymerase
(Promega, USA) y finalmente 1 uM de cada cebador; el volumen final se
completé con agua. Como control positivo se utilizé ADN obtenido de bovinos
del IASA | de la Universidad de Las Fuerzas Armadas, ESPE, que resultaron

positivas para coccidias mediante microscopia y PCR.
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Concentraciones de reactivos usados para la PCR de coccidias con los
cebadores 3F y ApilR.

Concentracion | Volumen | Volumen

Reactivos | Unidad Stock Final (uL) mezcla
H20 ML N/A 11.75 11.75
Buffer X 5.00 1.00 5.00 5.00
3F UM 10.00 1.00 2.50 2.50
ApilR UM 10.00 1.00 2.50 2.50
Cl2Mg mM 25.00 1.50 1.50 1.50
dNTPs UM 40.00 0.80 0.50 0.50
Taq U/pL 5.00 1.25 0.25 0.25
ADN Ngr 100 1 1.00

Total 25.00 25

Tomado de Sevillano Mera (2017).

El programa utilizado para amplificar el gen 18S rRNA fue el estandarizado por

Sevillano Mera (2017) (Tabla 5) a partir del programa descrito por Chapman et

al. (2016), sin embargo para el presente proyecto se realizaron modificaciones

en la temperatura de alineamiento con el fin de eliminar bandas inespecificas.

Se realiz6 un primer gradiente de temperatura a 56 °C, 57 °C, 58 °C, 59 °C,
61 °Cy 63 °C en un termociclador TECHNE TC — 512 (Bibby Scientific, USA) y

se redujo el numero de ciclos a 35; sin embargo al observar los resultados se

realizd un segundo gradiente de temperatura a 60 °C, 61 °C, 62 °C, 63 °C, 64 °C

y 65 °C.
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Tabla 5.
Programa de amplificacion del gen 18S rRNA estandarizado.
Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 94 °C 5 1
Desnaturalizacion 94 °C 30” 40
Alineamiento 57 °C 30” 40
Extension 72 °C 2’ 40
Extension Final 72 °C 10’ 1
Mantenimiento 4°C o0 1

Tomado de Sevillano Mera (2017).

4.4.3. Observaciéon de productos de PCR

La PCR se realizé en un termociclador TECHNE TC — 512 (Bibby Scientific,
USA). Con los productos de PCR se realizé una electroforesis en gel de agarosa
al 1 % utlizando SYBER ® Safe DNA (Thermo Fisher Scientific, USA) y
BlueJuice Gel Loading Buffer (10X) (Thermo Fisher Scientific, USA), utilizando
un marcador de peso molecular Tracklt ™ 100 bp DNA Ladder (Invitrogen — USA)
y las bandas se observaron en un Fotodocumentador Chemidoc ™ MP (Bio —
RAD, USA).

CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

En los meses de septiembre y octubre del 2017 se tomaron muestras fecales de
326 bovinos provenientes de distintos sectores ganaderos de la isla Santa Cruz
en el Archipiélago de Galapagos. Para determinar la presencia de parasitos
gastrointestinales se realizaron andlisis coproparasitarios utilizando el método
de flotacion con una solucién sobresaturada de cloruro de sodio y finalmente
mediante PCR se pudo confirmar la presencia de parasitos del Filo Apicomplexa

en el tracto gastrointestinal de bovinos de la isla Santa Cruz.
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5.1. Identificacion de parasitos grastrointestinales mediante

microscopia

Los andlisis coproparasitarios realizados mediante el método de flotacion con
una solucion sobresaturada de NaCl permitieron identificar parasitos
gastrointestinales pertenecientes al Filo Nematoda, Filo Platyhelminthes, Filo
Apicomplexa y al Filo Metamonada. Todos los géneros identificados se

clasificaron segun al Filo al que pertenecen, como se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6.
Parasitos gastrointestinales identificados en bovinos de la isla Santa Cruz —
Galapagos.

Filo Clase Género

Trichuris spp.
Clase Adenophorea Capillaria spp.

Toxocara spp.
Strongiloydes spp.
Filo Nematoda Cooperia spp.
Clase Secernentea Haemonchus spp.
Trichostrongylus spp.
Ostertagia spp.
Bunostomum spp.

Oesophagostomum spp.

Schistosoma spp.
Filo Platyhelminthes Clase Trematoda Paramphistomum spp.

Dicrocoelium spp.

Clase Cestoda Moniezia spp.

Filo Apicomplexa Clase Conoidasida Eimeria spp.

Filo Metamonada Clase Eopharyngia Giardia spp.

El examen microscopico de heces mediante el método de flotacion permitio
realizar un diagndstico etioldgico de diversas infecciones causadas por
parasitos, por lo que para realizar dichos andlisis es conveniente utilizar técnicas

de enriquecimiento, ya sea con sacarosa o sales como cloruro de sodio (NaCl)
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o sulfato de zinc (ZnSOa). El uso de esta técnica presenta beneficios, ademas
de ser muy eficiente y rapida, también es técnica de bajo costo (Basso, Venturini,
& Risso, 1998, pp. 52-56).

En el presente proyecto de investigacion se utilizé una solucién sobresaturada
de cloruro de sodio, la cual permitié identificar varios huevos de parasitos de
distintos géneros. Algunos autores concluyen que el uso de soluciones
compuestas por sales son las mas adecuadas para identificar Giardia sp., y los
nematodos mas comunes en especies domésticas (Rishniw, Liotta, Bellosa,
Bowman, & Simpson, 2010, pp. 293 - 297). Los métodos de flotacion fecal
resultan adecuados para separar pardsitos en sus distintos estadios: huevo,
ooquistes, quistes y larvas basandose en sus diferentes densidades. El método
con solucion salina propuesto por Koffoyd y Barber es muy comudn para
diagnésticos veterinarios debido a que permite obtener buenos resultados, es
facil de preparar y la solucion salina se puede conservar por un largo tiempo.
Este método se utiliza sobre todo para observar nematodos, protozoarios y

algunos cestodos y trematodos (Sixtos, 2013, pp. 6).

Cardona & Bedoya (2013, pp. 264) determinaron que mediante el uso de una
solucion salina sobresaturada es posible observar amebas, protozoarios y varios
huevos de helmintos. Ademas al ser un método directo permite obtener una alta

frecuencia de observacion de parasitos y un alto desempefio.

Se identificaron huevos de distintos géneros de nematodos, trematodos,

cestodos y protozoarios.

Entre los factores que inciden en la productividad de la ganaderia mundial, las
enfermedades parasitarias ocupan el primer lugar. Estas constituyen un alto
indice de morbilidad con efectos negativos sobre la salud de los animales por lo
gue ocupan un lugar importante sobre muchas otras enfermedades (Soulsby,
1987, pp. 73).

El parasitismo gastrointestinal produce también desordenes en el metabolismo
de minerales, por lo que se reduce la absorcion de magnesio, calcio y fésforo.

La incorrecta absorcion de dichos minerales conlleva a una reduccion en el
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crecimiento 6seo de los animales jovenes. Lo que produce pérdidas econémicas
ya que esto interfiere en la capacidad de produccién de carne y leche. Por esta
razén, es sumamente importante mantener condiciones de higiene y
alimentacion adecuada para el ganado, de esta forma se evita que los animales
contraigan parasitosis gastrointestinales que afecten a toda la produccion
(Gbémez, 2000, pp. 4).

Los parasitos internos, principalmente los helmintos (nematodos, trematodos y
cestodos), son patdgenos comunes en la industria ganadera y tienen un impacto
sustancial en la economia de la produccion de ganado en todo el mundo. Los
helmintos pueden reducir el rendimiento reproductivo del ganado, reducir el peso
del destete y en general afectar negativamente la salud de los animales. Estos
impactos negativos se deben a los efectos destructivos directamente sobre los
tejidos del huésped; respuestas indirectas, tales como supresion de las
respuestas inmunitarias del huésped o la pérdida de apetito (Stromberg &
Gasbarre, 2006, pp. 543 - 544).

5.1.1. Nematodos

Los nematodos se consideran como el grupo con el mayor nimero de especies
que parasitan el ganado, ocasionando pérdida de peso y anemia en el animal,
sin embargo existen algunas especies de nematodos gastrointestinales y
pulmonares que resultan graves si su carga parasitaria es elevada como por
ejemplo: Ostertagia sp., Haemonchus sp., y Dictyocaulus viviparus (Soca,
Roque, & Soca, 2005, pp. 176).

En los bovinos de la isla Santa Cruz en Galapagos, se encontraron nematodos
de distintos géneros: Trichuris sp., Toxocara sp., Strongiloydes sp., Cooperia
sp., Haemonchus sp., Trichostrongylus sp., Ostertagia sp., Bunostomum sp.,

Oesophagostomum sp., y Capillaria sp. (Figura 20).
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Figura 20. Nematodos identificados en muestras de heces fecales de bovinos
de la isla Santa Cruz — Galapagos.

a) Strongiloydes sp.

b) Toxocara sp.

c) Ostertagia sp.

d) Cooperia sp.

e) Bunostomum sp.

f) Haemonchus sp.

g) Trichuris sp.

h) Trichostrongylus sp.

Los géneros de nematodos que afectan en mayor medida al ganado a nivel
mundial son: Haemonchus, Mecistocirrus, Ostertagia, Trichostringylus,
Cooperia, Nematodirus, Bunostomum, Strongyloides, Oesopahostomum,
Chabertia, Agriostomum y Trichuris. De estos, Haemonchus, Trichostringylus,

Cooperia, Ostertagia y Oesophagostomum se consideran los parasitos mas
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importantes en los bovinos desde el punto de vista epidemioldgico y patologico
debido a que se encuentran distribuidos en las zonas geoecoldgicas mas

diversas del mundo (Soca et al., 2005, pp. 176).

En el Ecuador, Soria & Rodriguez (2017, pp. 82) determinaron la presencia de
parasitos gastrointestinales en distintas parroquias de la provincia de Pichincha,
identificaron con una alta frecuencia parasitos de los géneros: Trichostrongylus
sp., Haemonchus sp., Cooperia spp., Oesophagostomum spp. y Ostertagia
spp., Y en una menor frecuencia Bunostomum sp. Trichuris spp. Nematodirus
spp., Y Ascaris spp. Segun los autores, los huevos de nematodos desarrollan
su estado infectivo en condiciones favorables como: baja intensidad de rayos
solares, presencia de humedad, temperaturas entre los 15 a 20 °C en predios
cubiertos por abundante vegetacion y con presencia de animales infectados, los
cuales completan el ciclo del parasito. Las zonas de estudio en los distintos
sectores de Galdpagos se prestan para el desarrollo de dichos parasitos, uno de
los periodos mas frescos con cielos nublados la mayor parte del tiempo, con
vientos que vienen desde el sur es la época de junio a diciembre en donde la

temperatura varia entre los 17 y 20 °C (Galapagos Conservancy, 2017).

5.1.2. Trematodos

Ademas de nematodos, también se identificaron otros helmintos como
trematodos de los géneros: Schistosoma spp., Paramphistomum spp. Yy

Dicrocoelium spp., (Figura 21).
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Figura 21. Trematodo del género Paramphistomum spp., identificado en bovinos

de laisla Santa Cruz.

En el Ecuador la Schistomiasis no ha sido muy estudiada en el ganado bovino,
sin embargo Cruz & Tinoco (2008, pp. 54 - 60) han corroborado la presencia de
Schistosma sp en el pais. Ambos autores determinaron que las temperaturas
elevadas juegan un papel importante para la infestacion, debido a que
Schistosoma se considera un parasito exclusivo de las zonas tropicales. En este
mismo estudio, se determind la presencia de Dicrocoelium, y se concluy6 que su
infestacion aumenta en épocas de verano a altas temperaturas. Tanto
Schistosoma como Dicrocoelium y Paramphistomum presentan un vector
intermediario el cual es el caracol Helicidae o caracol de jardin comun, dicho
vector se encuentra distribuido en todo el mundo incluidas las islas Galapagos
en donde se pueden encontrar 18 especies endémicas de caracoles y otras
especies introducidas (Rodriguez Rojas, 1993, pp. 44).

5.1.3. Cestodos

Se identificaron cestodos del género Moniezia spp., en las muestras de heces

fecales de bovinos (Figura 22).
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Figura 22. Cestodo del género Moniezia spp., identificado en muestras de heces

fecales de bovinos de la isla Santa Cruz.

Moniezia sp., es un cestodo que produce problemas digestivos como diarrea,
conversion alimenticia deficiente y retardo en el crecimiento del animal. Moniezia
expansa y Moniezia benedeni son las especies que se encuentran con mayor
frecuencia en el tracto gastrointestinal de ovinos, caprinos bovinos ademas de
camellos y otros rumiantes en todo el mundo con variaciones de prevalencia
segun la regibén, existen zonas endémicas en donde la prevalencia supera el
50 % de animales infectados. Otras especies como por ejemplo Avitellina
centripuctata y Thysaniezia ovilla han sido reportadas Unicamente en ovinos y
caprinos de Africa. Las infecciones con cestodos producen lesiones
principalmente en animales jovenes presentandose inflamacion del intestino

delgado, enteritis y hemorragias (Quiroz, Figueroa, Ibarra, & Lépez, 2011).

A diferencia de los trematodos, los cestodos poseen otro  hospedero
intermediario, los cuales son distintas especies de acaros oribatidos que habitan
en los pastos, y los hospederos definitivos son los bovinos, ovinos o caprinos
gue se alimentan de los pastos o forrajes infestados con el &caro e
inmediatamente contraen una parasitosis por cestodos (Quiroz Romero, 2013).
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5.1.4. Protozoarios

Se identificaron protozoarios del género Eimeria spp. (Figura 23) y Giardia spp.,

presentes en las muestras fecales de bovinos de la isla Santa Cruz — Galapagos.

Figura 23. Ooquistes del género Eimeria sp., identificados en bovinos de la isla
Santa Cruz.

Dentro del Filo Apicomplexa se encuentra la subclase Coccidiasina a la cual
pertenecen los coccodios. Estos parasitos afectan principalmente a los
vertebrados y se consideran de gran interés veterinario. Como parte de este filo,
las familias Eimeriidae y Sarcocystidae se consideran las mas patégenas por sus
efectos en los animales domésticos (Urquhart, Armour, Duncan, Dunn, &
Jennings, 2001, pp. 256).

En la familia Eimeriidae se encuentran los géneros Eimeria, Isospora y
Cryptosporidium con mayor importancia veterinaria debido a que infestan a
animales de produccion como el ganado bovino, ovino, caprino y porcino ademas
de aves y caballos. Las coccidias se localizan en las células epiteliales del
intestino pero existen especies que pueden afectar el higado y los rifiones. De
las 13 especies de coccidias identificadas Eimeria zuernii y Eimeria bovis se
consideran las mas patdgenas. Ambas Eimerias se alojan en el ciego y el colon.
Eimeria zuernii causa disenteria hemorragica y contracciones violentas y
dolorosas del recto, por otro lado Eimeria bovis provoca diarrea y enteritis grave
(Urgquhart et al., 2001).

Segun Quiroz Romero (2013, pp. 120) los ooquistes de coccidias presentan

forma oval, elipsoidal, esférica y subesférica en los cuales la pared esta



64

conformada por dos capas limitadas por una membrana. En base a este criterio

se identificaron las coccidias que se observan en la figura 4.

La distribucion de las coccidias es mundial y su presencia en los animales
domésticos ocasiona grandes pérdidas econdmicas (Quiroz Romero, 2013, pp.
120). En Canada por ejemplo, se considera que la coccidiosis es una
enfermedad comin que afecta al ganado en todo el pais y se ha encontrado en
un 25 — 50 % de animales en donde la mortalidad aumenta si se presenta

sintomatologia nerviosa (Radostits & Stockdale, 1980).

En Centroamérica, se determin6 que anualmente se pierden aproximadamente
4.4 millones de litros de leche y 48 millones de kilogramos de carne debido a
parasitosis gastrointestinales en bovinos, ocupando los primeros lugares
parasitos del género Eimeria. Se comprobd que en climas tropicales la
parasitosis se da sobre todo por protozoarios, nematodos y cestodos
(Dominguez, Rodriguez, & Honhold, 1993, pp. 190 - 192). Galapagos se
encuentra en un clima netamente tropical, debido a se ubica sobre el paralelo 0°,
y presenta distintos niveles ecoldgicos con temperaturas altas o templadas
(Rodriguez Rojas, 1993, pp. 29). Por esta razon, los parasitos identificados
fueron similares a los reportados por Dominguez y colaboradores e incluso las
coccidias pertenecientes al género Eimeria se identificaron en mayor cantidad

respecto a los helmintos.

Como se ha mencionado, la presencia de coccidias se distribuye por todo el
mundo incluido el norte, centro y el sur de América. En el Ecuador se han hecho
diversos estudios sobre la coccidiosis bovina. En la region sierra, Castro (2007,
pp. 24 - 27) determind la presencia de coccidias durante las épocas de invierno
y verano. Durante el invierno se establecid una menor infestacion respecto al
verano, lo cual indica que cuando la temperatura es mas elevada los parasitos
se encuentran en mayor cantidad. En el oriente ecuatoriano Verdezoto Moncayo
(2015, pp. 42) encontr6 que todos los bovinos muestreados durante su
investigacion presentaron una infestacion por Eimeria sp. Por otra parte, Lépez
et al., (2016, pp. 320 - 323) también en la Amazonia encontraron la presencia
de coccidias en muestras fecales las cuales variaban segun la edad de los
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animales, presentando una infestacion del 33 %. Comunmente en el Ecuador se
reporta coccidiosis tanto en climas calidos como en climas frios. Tomasaukas
(2008) estableci6 que la parasitosis por coccidias se presenta
ininterrumpidamente en zonas tropicales y subtropicales en todo el mundo
durante todo el afio y con variaciones en su prevalencia en zonas donde la

temperatura es mas baja.

5.2. Prevalencia de parasitos gastrointestinales de la isla Santa Cruz

— Galapagos.

El calculo de la prevalencia permitié estimar la proporcion de hospederos que se
encuentran infectados por una especie parasita en particular, para esto se
determind el nimero de hospederos infectados en relacién al total de animales

examinados (Wisnivesky, 2003, pp. 64).

Se determind la prevalencia de nematodos, trematodos, cestodos y protozoarios
encontrados en las muestras fecales de los bovinos de la isla Santa Cruz durante

los meses de septiembre y octubre del 2017.

Los nematodos son los que presentan una mayor prevalencia con un 94.17 %,
seguido de los protozoarios con un 85.28 % luego los tremados con un 11.66 %

y finalmente los cestodos con un 7.67 % (Figura 24).
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PREVALENCIA DE PARASITOS GASTROINTESTINALES EN
BOVINOS DE LA ISLA SANTA CRUZ - GALAPAGOS
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Figura 24. Prevalencia de los parasitos gastrointestinales encontrados en
muestras fecales de bovinos de la isla Santa Cruz — Galapagos entre los meses

de septiembre y octubre del 2017.

5.2.1. Prevalencia de géneros de parasitos gastrointestinales

identificados en bovinos de la isla Santa Cruz.

La prevalencia segun los distintos géneros de parasitos gastrointestinales
identificados en muestras de heces fecales de bovinos de la isla Santa Cruz
(Figura 25), demostro que las coccidias del género Eimeria spp., presentan la
mayor prevalencia con un 77.91 % seguido de Trichuris spp., con un 69.93 %,
luego Strongyloides spp. (33.13 %), Giardia sp. (32.82 %) y Toxocara spp.
(31.91 %), el resto de parésitos identificados presentaron prevalencias menores

al 20 %, con la minima prevalencia del 0.61 % para Dicrocoelium spp.
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PREVALENCIA DE GENEROS DE PARASITOS GASTROINTESTINALES
ENCONTRADOS EN BOVINOS DE LA 15LA SANTA CRUZ
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Figura 25. Prevalencia de distintos géneros de parasitos grastrointestinales

observados en muestras de heces de bovinos de la isla Santa Cruz.

5.2.2. Prevalencia segun la edad de los bovinos

Se definid la prevalencia de parasitos gastrointestinales en bovinos de la isla
Santa Cruz tomando en cuenta la edad de los animales (Figura 26),
identificandose a los animales de 0 — 11 meses de edad como terneros y a los
de 12 meses en adelante como bovinos adultos. En terneros se observé mayor
prevalencia tanto para nematodos (86.91 %), protozoarios (93.51 %) y cestodos
(5.19 %). Sin embargo, en nematodos se observé una diferencia de 1.7 % entre
teneros y bovinos adultos. En protozoarios y cestodos la diferencia de infestacion
entre bovinos adultos y teneros fue mas notable con una diferencia de 3.4 % y
3 % respectivamente. En cuanto a los trematodos la diferencia de infestacion
entre adultos y teneros fue relativamente nula (0.35 %) lo cual indica que tanto

animales jovenes como adultos presentan la presencia del parasito en igual

proporcion.
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PREVALENCIA DE PARASITOS GASTROINTESTINALES DE
BOVINOS ADULTOS Y TERNEROS
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Figura 26. Comparacion de la prevalencia de parasitos grastrointestinales entre
bovinos adultos (mas de 12 meses de edad) y teneros (menos de 12 meses de
edad) de la isla Santa Cruz.

En el Ecuador, se han hecho diversos estudios sobre parasitos gastrointestinales
en bovinos, y se ha encontrado que los nematodos son los parasitos con mayor
prevalencia, sobre todo los pertenecientes al género Trichostrongylus,
Strongyloides, Nematodirus, Dictyocaulus, Strongylus, Parascaris, Trichuris y
Oxyuris (Maya & Quijije, 2011, pp. 34).

Se determiné una prevalencia del 77.91 % para coccidias del género Eimeria, la
cual es superior a las prevalencias del resto de parasitos identificados. Este
resultado concuerda con Dominguez et al., (1993, pp. 189 - 193), quien identificd
protozoarios del género Eimeria spp. (86.02 %,) seguido de nematodos
(84.72 %) de los cuales se destacan los pertenecientes al género Haemonchus
spp. (56.84 %), Trichuris spp. (18.69 %), Cooperia spp. (18.36 %) y Strongyloides
spp. (19.58 %) ademas del cestodo Moniezia sp., con una prevalencia de
8.92 %.

Ballweber, Smith, Stuedemann, Yazwinski, & Skogerboe (1997, pp. 53 - 68)

encontraron que los bovinos presentaban mas del 90 % de prevalencia de
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helmintos en las regiones, septentrional, occidental y meridional de los Estados

Unidos.

Guayllas (2015, pp. 43) determind la prevalencia total de parasitos
gastrointestinales en bovinos de la provincia de Loja, obteniendo una prevalencia
del 81 %. Ademas, determinoé la prevalencia de acuerdo al género situando al
protozoario del género Eimeria en primer lugar con una prevalencia del
82.72 %, luego al cestodo Moniezia con un 75.31 %, seguido de distintos
nematodos con prevalencias que oscilan entre el 60.49 % al 2.47 %, estos datos
se asemejan al presente proyecto de investigacion en cuanto a la prevalencia de

protozoarios del género Eimeria.

Pinilla, Dasilva, Gonzalez, & Tepper (2005, pp. 57 - 59) establecen que los
parasitos pertenecientes al género Eimeria son altamente resistentes a la
mayoria de antiparasitarios. Ademas en su fase infestante de ooquistes
esporulados son capaces de sobrevivir durante un afio en periodo latente asi

como también resistir a cambios de temperatura y humedad.

Por otro lado, en la isla Santa Cruz - Galapagos no se encontr0 una alta
prevalencia del cestodo Moniezia spp, en comparacion con el estudio realizado
en Loja por Guayllas (2015) el cual encontré una prevalencia alta del 75.31 %.
Esto puede deberse principalmente a la ubicacion geografica de ambos sitios de
muestreo. Junquera (2013) asegura que la incidencia de helmintos depende de
la ubicacion geografica, su ecosistema, condiciones climaticas manejo del
ganado como el pastoreo e higiene. Generalmente los helmintos representan un
problema en regiones con climas calidos y humedos o en lugares donde las
condiciones de higiene y nutricibn son deficientes. Ademas, Quiroz Romero
(2013, pp. 293 - 297) manifiesta que Moniezia spp, puede desarrollarse en sitios
gue mantengan condiciones ambientales adecuadas para el desarrollo de los
acaros de vida libre los cuales son el vector de transmision del parasito. Por lo
tanto la distribucion de este parasito en la mayoria de los casos es netamente

regional.
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Finalmente, el resto de parasitos gastrointestinales en bovinos de la isla Santa
Cruz son nematodos con prevalencias mayores al 30 % muy similar a la

prevalencia obtenida por Guayllas (2015).

En cuanto a la prevalencia de trematodos en bovinos, Pinedo et al., (2010, pp.
163 - 164) reportd una prevalencia del 46 % en contraste con el 11 % registrado
en los animales de la Isla Santa Cruz. Esto se debe a que los bovinos adultos
tienden adesarrollar un grado de inmunidad, a diferencia de los bovinos jovenes

que tienen mayor susceptibilidad de albergar un mayor nimero de parasitos.

Se ha encontrado que la concurrencia de coccidias junto con los nematodos del
género Trichistrogylus y Cooperia, exacerba el efecto de las coccidias (Quiroz
Romero, 2013, pp. 129). Como podemos observar en la figura 5, existe una
prevalencia alta de coccidias junto con la de los nematodos con prevalencias
del 18.71y 14.42%.

En el Ecuador Chicaiza (2005, pp. 61 - 67) determind la presencia de Eimeria
sp., en vacas, vaconas y terneros de la provincia de Chimborazo. Encontré que
los terneros presentan mayor presencia del parasito con un 25.0 %, seguido de
las vaconas con el 12.5 % y finalmente las vacas con una prevalencia del
9.09 %. Benavides (2000, pp. 79 - 98) afirma que los bovinos adultos son la
mayor fuente de infeccidén para los animales mas jovenes, debido a que pueden

excretar mas de 13 millones de ooquistes por dia aproximadamente.

Urquhart et al., (2001, pp. 263 - 264) indica que un bovino recién nacido ya se
infecta con parasitos, sin embargo los sintomas se pueden presentar a partir de
la segunda semana tiempo en el que la coccidia desarrolla su ciclo dentro del
huésped hasta su estadio infectivo. La patologia se presenta principalmente en
los terneros debido a que durante los primeros dias de vida su sistema inmune
no se encuentra los suficientemente desarrollado, a pesar de que en la lactancia
el bovino recibe calostro con imunoglobulinas las cuales inmunizan al animal y

lo vuelven mas resistente a infecciones.

En cuanto a los protozoarios, las coccidias generalmente afectan a los bovinos

menores a un afiio de edad pero también puede encontrarse en menor medida
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en afojos y adultos (Urquhart et al.,, 2001, pp. 263). En Canada donde la
coccidiosis bovina es alta, también se ha comprobado que la enfermedad se
presenta sobre todo en terneros de 6 — 12 meses de edad cuando los teneros
estan confinados a una granja o lotes de alimentacion (Radostits & Stockdale,
1980, pp. 227).

5.2.3. Prevalencia de paréasitos gastrointestinales identificados en

cada sector de laisla Santa Cruz.

Finalmente, se establecié la prevalencia de parasitos gastrointestinales por
sectores de la isla Santa Cruz. Como se puede observar en la figura 27, existen
sectores con una alta prevalencia de parasitos gastrointestinales mientras que
en otros sectores la presencia de parasitos es nula. En el sector El Occidente,
Camote, Bellavista, Cascajo y en el sector sin definir, no existe la presencia de
cestodos. En el sector Guayabillas no existe la presencia de trematodos y en el

sector Media Luna no se identificaron protozoarios, trematodos ni cestodos.

PREVALENCIA DE PARASITOS GASTROINTESTINALES EN
BOVINOS DE DISTINTOS SECTORES DE LA ISLA SANTA CRUZ
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Figura 27. Prevalencia de parasitos gastrointestinales en bovinos de distintos
sectores de la isla Santa Cruz — Galapagos.
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La presencia o ausencia de ciertos parasitos en los distintos sectores de la isla
Santa Cruz puede deberse a factores como: antecedentes de desparasitacion,
buenas préacticas de higiene, alimentacion, pastoreo y manejo del ganado en
general. Wisnivesky (2003, pp. 66) afirma que los animales de vida libre
(macroparasitos) no se encuentran distribuidos de manera equitativa a lo largo
de su area de distribucion geografica. La presencia y abundancia de una especie
parasita varia en el espacio lo cual constituye una respuesta a los cambios que
ocurren durante la adaptacion al habitat. Ademas las condiciones ambientales
juegan un papel importante en cuanto a la distribucion de una especie a lo largo

de un espacio geografico.

Velastegui & Guerra (2012, pp. 72) concluyeron que las caracteristicas
biocliméticas de la zona, la gestion de pastizales, la comercializacién entre los
animales de la region, el origen del agua y la comida, falta de drenaje de los
potreros y el desconocimiento de las enfermedades causadas por parasitos por
parte de los encargados del ganado se consideran como factores que
contribuyen a la presencia masiva de parasitosis en los bovinos. Adicionalmente
los autores recomiendan que la disminucién de la prevalencia de parasitos debe
enfocarse en planes de vigilancia epidemiolégica con tratamientos médicos y
profilaxis, también consideran importante difundir el conocimiento de las
parasitosis, prevencion y tratamientos entre los propietarios de unidades de
produccion agropecuaria. Urquhart et al., (2001, pp. 264) menciona que para
prevenir las parasitosis es importante mantener un buen manejo de los
comederos y bebederos renovandolos y limpiandolos regularmente, ademas las

camas y establos deben mantenerse siempre secos.

5.3. Carga parasitaria de los distintos géneros de parasitos

identificados en bovinos

Un valor que corrobora los datos de prevalencia es conocido como intensidad de
infeccion o carga parasitaria el cual se establece con el nUmero total de parasitos
que infectan a un hospedero. Este valor permite caracterizar la poblacion de

hospederos que se encuentran infestados. Por otra parte, debido a que la carga
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parasitaria varia de un individuo a otro, el calculo de la intensidad media permite
obtener un promedio del nimero de una especie parasita por cada hospedero
(Wisnivesky, 2003, pp. 64).

Se determind la carga parasitaria de todos los géneros observados en las
muestras fecales de los bovinos de la isla Santa Cruz, para lo cual se clasificd

entre bovinos adultos y terneros.

5.3.1. Carga parasitaria de nematodos

Los nematodos en los terneros evidencian la mayor carga parasitaria de todos
los géneros identificados. Trichuris sp., representa la mayor carga parasitaria
(1588 hpg) seguido de Strongyloides sp. (798 hpg), Toxocara sp. (630 hpg), el
resto de parasitos representan cargas parasitarias que oscilan entre 335 y

30 hpg como se observa en la figura 28.

CARGA PARASITARIA DE NEMATODOS ENCONTRADOS EN
BOVINOS ADULTOS Y TENEROS DE LA ISLA SANTA CRUZ

1588
1350

I 798
335

3025 | 340 3025 290 2275  qqp
m P Pei32sgm 205 1475
— fl—

630

2025

30
5090 Jopm 225

CARGA PARASITARIA (HPG)

m Bonivos Adultos Terneros

Figura 28. Carga parasitaria de los distintos géneros de nematodos identificados
en bovinos de la isla Santa Cruz.
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5.3.2. Carga parasitaria de protozoarios

En cuanto a los protozoarios, como se aprecia en la figura 29, la mayor carga
parasitaria se observo en los teneros infectados por coccidias con un valor de
2 235 hpg, seguido de los bovinos adultos infectados con los mismos parasitos
con 1802.5 hpg. En bovinos adultos Giardia spp., represent6 la mayor carga
parasitaria con 687.5 hpg y finalmente los terneros con una carga parasitaria de
429.5 hpg.

CARGA PARASITARIA DE PROTOZOARIOS ENCONTRADOS EN
BOVINOS ADULTOS Y TENEROS DE LA ISLA SANTA CRUZ
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Figura 29. Carga parasitaria de los distintos géneros de protozoarios

identificados en bovinos adultos y terneros de la isla Santa Cruz.

5.3.3. Carga parasitaria de trematodos y cestodos

Los trematodos y cestodos (Figura 30) al igual que sus valores de prevalencia,
presentaron carga parasitarias bajas en relacion a los nematodos y protozoarios.
El género Paramphistomum spp., en bovinos adultos posee una carga
parasitaria de 115 hpg seguido de los teneros (87.5 hpg), luego se encuentra
Schistosoma spp., en terneros con una carga de 20 hpg y finalmente

Dicrocoelium spp en teneros con un valor de 10.5 hpg.
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Por otro lado, el cestodo Moniezia spp., se encuentra en mayor proporcion en

teneros con un valor de carga parasitaria de 47.5 hpg.

Los resultados de la carga parasitaria de cada género identificado permitio
determinar que los bovinos de la isla Santa Cruz se encuentran mayormente
infestados por coccidias, debido a que estos pardsitos presentaron la mayor

carga parasitaria (2 235 hpg) respecto a los nematodos , trematodos y cestodos.

CARGA PARASITARIA DE TREMATODOS Y CESTODOS
IDENTIFICADOS EN BOVINOS ADULTOS Y TENEROS DE LA ISLA
SANTA CRUZ
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Figura 30. Carga parasitaria de los distintos géneros de trematodos y cestodos

identificados en bovinos de la isla Santa Cruz.

Se pudo observar que los animales que presentan mayor carga parasitaria son
los més jovenes. Quiroz Romero (2013, pp. 28) asegura que uno de los factores
que mas influye en los parasitos es la edad del huésped. Existen parasitos que
se desarrollan con mayor facilidad en animales jévenes como es el caso de
nematodos gastrointestinales en ganado vacuno y caprino, en contraste, los

teneros presentan mayor resistencia a los hemoparasitos como Babesia.

Los animales mas sensibles y propensos a una infestacion por parasitos son los
teneros de 0-6 meses de edad, y en menor medida los de 6 — 12 meses. Los
animales con inmunidad disminuida o no desarrollada por completo como es el

caso de los teneros son mas susceptibles a una parasitosis aguda (Cordero del
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Campillo & Rojo Vazquez, 2007, pp. 40 -41).Esto se pudo evidenciar en el
presente trabajo debido a que la infestacién en animales jovenes menores de un
afo presentaron valores de prevalencia y carga parasitaria superiores a la de los

bovinos mayores a un afio de edad.

Soulshy (1987) y Levine (1988) aseguran que el parasitismo es un problema que
afecta principalmente a animales jovenes, de tal manera que la eficiencia de una
empresa ganadera dedicada a la crianza de bovinos debe prestar mayor cuidado
a los teneros en sus primeros meses de vida ya que en esta fase es donde se
presenta la mayor cantidad de pérdidas ocasionadas por parasitos. Segun
ambos autores las parasitosis que representan mayores pérdidas econdémicas

son las gastrointestinales.

Reinemeyer (1990) concluy6 que la inmunidad es adquirida por los animales
a los 15 y 18 meses de edad y dicha inmunidad aumenta conforme los afios,

siempre y cuando se mantengan condiciones alimenticias adecuadas.

Por otra parte Sudhakara Reddy, Sivajothi, & Rayulu (2015, pp. 557 - 559)
realizaron un estudio de coccidiosis con sintomas clinicos en bovinos adultos.
Las muestras analizadas resultaron positivas para ooquistes de coccidias con
una carga parasitaria maxima de 32 000 OPG (Ooquistes por gramo de muestra)
y un conteo minimo de 18 000 OPG, lo cual sugiere que los animales presentan

sintomas clinicos cuando la carga parasitaria evidentemente es elevada.

Cicek et al., (2007, pp. 1239 - 1243) demostraron que existe una correlacion
negativa entre la edad del ganado vy el riesgo de infeccion. Los autores
determinaron una prevalencia de coccidias mas alta (27.23 %) en animales

jovenes respecto a los animales de mayor edad (15.65 %).

5.4. Intensidad Media

Se establecidé la intensidad media de parasitos gastrointestinales segun la edad
de los bovinos (Figura 31). Los terneros presentaron valores mas altos de

intensidad media de nematodos (14.87) protozoarios (8.47) y cestodos (4.25),
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mientras que en los bovinos adultos los que presentaron la mayor intensidad

promedio fueron los trematodos (2.7).

INTENSIDAD MEDIA DE PARASITOS GASTROITESTINALES
IDENTIFICADOS EN BOVINOS ADULTOS ¥ TERNEROS
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Figura 31. Intensidad media de parasitos gastrointestinales identificados en

bovinos adultos y terneros de la isla Santa Cruz — Galdpagos.

En las infecciones producidas por macropardsitos como los protozoarios, la
respuesta inmune es capaz de controlar la infeccion pero no la elimina por si sola
por lo que las infecciones son de mayor duracion. De este modo se producen
infecciones continuas debido a que los parasitos no se reproducen dentro del
hospedero y la carga parasitaria llega a ser muy variable en el tiempo. Por tal
motivo, el calculo de la intensidad media es importante en infecciones por
macroparasitos, debido a que este dato esclarece como se da la distribucion de
la carga parasitaria entre los hospederos siempre y cuando estos sean de la

misma especie (Wisnivesky, 2003, pp. 65).
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5.5. Identificacion de Apicomplexas de la clase coccidia en muestras
fecales de bovinos de la isla Santa Cruz - Galapagos mediante
PCR
5.5.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de las 52 muestras fecales positivas a coccidias se realizé
mediante el método 2CTAB/CAI descrito por Quinga (2012) el cual permitié
obtener concentraciones de 11 ng/uL a 663 ng/ UL con una pureza (260/280) de
aproximadamente 1.4 a 2. La calidad y pureza del ADN obtenido se observo en

un gel de agarosa al 0.8% (Figura 32).

40°'.41 42 43 44 45 46 47 48

Figura 32. ADN en gel de agarosa al 0.8%. Carriles 1 — 10: muestras de ADN
obtenido por el método 2CTAB/CAI.

Con las muestras que presentaban una baja concentracién de ADN (menos de
100 ng) se realizé la PCR variando la cantidad de agua y ADN hasta obtener
25 pL de volumen de mezcla. Por otro lado, las muestras con concentraciones
mayores a 100 ng se diluyeron con buffer TE hasta llegar a la concentracién final
de 100 ng. Se realiz6 la PCR de todas las muestras incluyendo aquellas que no
se encontraban en el rango de pureza de 1.4 — 2 y se obtuvo resultados positivos

para la PCR.
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Hoy en dia existen métodos rapidos utilizados para la extraccion de ADN de
heces fecales, no obstante la mayoria de los kits comerciales usados para este
propoésito pueden llegar a ser muy costosos. Por tal motivo los métodos de
extraccion manuales representan una alternativa con buenos resultados y a bajo

costo (Quinga Socasi, 2012).

Quinga Socasi (2012) evalu6 tres métodos de extraccidbn manuales y concluyé
que con el método 2CTAB/CAI se obtiene ADN mas puro y con una alta
concentracion de ADN respecto a los otros 2 métodos analizados. La razén de
que el método 2CTAB/CAI resulte eficiente es debido a que se le afiade 2 veces
el buffer de lisis CTAB, este buffer con accion detergente es ampliamente
utilizado para extraer ADN y eliminar sustancias que inhiben la PCR como

polisacaridos y compuestos fendlicos (Nishimura et al., 2010).

El pre tratamiento y el lavado de las heces con PBS previo a la extraccion de
ADN incrementa significativamente la cantidad de ADN obtenido (Quinga Socasi,
2012). Finalmente los lavados con cloroformo / alcohol isoamilico son
importantes debido a que las muestras de heces naturalmente son presentan un
gran numero de contaminantes y mediante dicho compuesto se eliminan todos

los contaminantes que pueden interferir con la PCR (Surzycki, 2000)

5.5.2. Gradiente de Temperatura

Con el fin de eliminar bandas inespecificas se realiz6 un gradiente de
temperatura, en el cual se modifico la temperatura de alineamiento. Se realizo
un primer gradiente partiendo de una temperatura de 56 °C hasta los 61 °C
(Figura 33. A). Sin embargo, a esas temperaturas se observdé bandas
inespecificas, por lo que se realizé un segundo gradiente de temperatura desde
60 °C hasta los 65 °C (Figura 33. B). El mejor resultado se obtuvo a los 64 °C
donde ya no se observan bandas inespecificas y ademas se determin6 que a

mas de 64 °C la PCR resulta negativa.
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Figura 33. Gel de agarosa para determinar el gradiente de temperatura.

a) Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: control negativo. Carriles 4 -
8: gradiente de temperatura de 56 — 61 °C.

b) Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: control negativo. Carriles 3 —

8: gradiente de temperatura de 60 — 65 °C.

La temperatura de alineamiento durante la amplificacion del gen 18 S para la
deteccion de la clase coccidia se realizd con rangos de 56 a 65 °C como se
observa en la Figura 32. La temperatura Optima de alineamiento es de 64 °C
debido a que favorece la especificidad y disminuye uniones incorrectas de los
cebadores en sitios incorrectos del ADN molde como lo indica Bolivar, Rojas, &
Garcia (2014, pp. 28) en sus estudios, el alineamiento especifico de los
cebadores se produce a una temperatura recomendada de 50 a 65 °C. De igual
manera Espinosa (2007, pp. 527 - 528) asegura que con una temperatura mas
baja se logra una PCR mas especifica, pero si la temperatura sube demasiado
no se amplificara el gen debido a que la unién de los oligonucledtidos con los

sitios complementarios va a ser menos estable y la enzima polimerasa no va a



81

iniciar la sintesis. En el caso de que en una PCR se observe mas de una banda,
al no usar la temperatura adecuada se obtiene poca reproducibilidad de los
ensayos debido a que el oligo se va a unir en cualquier parte y no solo en los
sitios complementarios que se requiere para amplificar el gen deseado y esto

ocasionara la amplificacion de distintas zonas en un PCR y otro.

De igual manera, determinar el nimero de ciclos idoneo va a permitir tener
resultados mas especificos y eliminar bandas no deseadas Espinosa (2007, pp.
526 - 528) indica que la mayoria de PCRs funcionan con 30 ciclos aunque
pueden hacerse también desde 20 hasta 35 ciclos. Espinosa (2007), en sus
estudios obtuvo bandas inespecificas de modo que redujo los ciclos y elimin6
dichas bandas pero indica que la desventaja es que se obtiene menos producto
de PCR.

5.5.3. PCR para confirmar la presencia de coccidias en las muestras
de heces fecales de bovinos

Una vez modificada la temperatura de alineamiento y el nimero de ciclos, se
establecio el programa para amplificar el gen 18S rRNA (Tabla 7), con lo cual
se realiz6 la PCR y se confirmé la presencia de coccidias con un tamafio de

fragmento de aproximadamente 1300 pb (Figura 34).

Tabla 7.

Programa de amplificacién del gen 18S rRNA modificado.
Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion Inicial | 94 °C 5 1
Desnaturalizacion 94 °C 30” 35
Alineamiento 64 °C 30” 35
Extension 72 °C 2 35
Extension Final 72 °C 10° 1
Mantenimiento 4°C o0 1
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Figura 34. Amplificacion del gen 18S rRNA para confirmar la presencia de
coccidias en muestras fecales de bovinos de la isla Santa Cruz — Galdpagos, en
un gel de agarosa al 1%. Tamario del fragmento: 1300 pb. Carril 1: marcador de
peso molecular. Carril 2 y 3: control positivo y control negativo. Carriles 5 — 11

muestras de heces fecales bovinas positivas para PCR de Apicomplexas.

Desde hace algunos afios la aplicacion de la biologia molecular en la
parasitologia tiene su propio término, parasitologia molecular. La parasitologia
molecular permite diagnosticar la presencia de parasitos en una poblacion,
determinar la expresion de genes que regulan una parasitosis y factores de
virulencia, es decir la accion que produce el parasito en el huésped desde el
punto de vista molecular utilizando desde las técnicas moleculares tradicionales
hasta las mas avanzadas (Zavala, 2014). Desde este punto de vista, el presente
estudio se ubica en el campo de la parasitologia molecular, debido a que se
utilizé PCR para determinar la presencia de parasitos del Filo Apicomplexa en el

tracto gastrointestinal de bovinos de la isla Santa Cruz en Galapagos.

El diagnostico parasitologico del agente causante de la coccidiosis bovina
provocada por el protozoario Eimeria spp. se realiza mediante técnicas de
microscopia Optica basadas en caracteristicas morfologicas, sin embargo no son
suficientes para diferenciar especies estrechamente relacionadas, por ello, se

requiere el uso de técnicas moleculares con la capacidad de distinguir especies
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morfolégicamente similares en cualquier etapa de desarrollo y facilitar una

identificacion mas precisa (Chapman et al., 2016, pp. 2).

Desde hace varios afios las técnicas moleculares se han aplicado para el
diagnéstico en el campo de la medicina y veterinaria. Stromberg y colaboradores
(2015, pp. 290 - 295) determinaron la presencia de nematodos en bovinos,
mediante PCR.

En cuanto a la identificacién de organismos de Filo Apicomplexa mediante PCR,
se ha realizado varios estudios enfocados a la veterinaria y animales de
produccion. Schnitzler, Thebo, Tomley, Uggla, & Shirley (1999, pp. 90 - 92)
realizaron una PCR comun para identificar distintas especies de Eimeria en aves
mediante la amplificacion de regiones ITS (Espacio de Transcripcién Interno) de
los parasitos. Como resultado se obtuvo productos de PCR positivos los cuales
fueron secuenciados y se logré describir de manera precisa las especies de
Eimeria presentes en las aves. Este estudio corroboré que el uso de las técnicas
moleculares y la secuenciacion permite identificar distintas especies de manera

exhaustiva y precisa.

Con el paso de los afos, hasta la actualidad el uso de técnicas moleculares se
ha desarrollado en gran medida para estudios mas minuciosos en todo el mundo.
Como es el caso de Hermosilla, Zahner, & Taubert (2006, pp. 423 - 431) quienes
estudiaron las reacciones innatas de Eimeria bovis en células endoteliales
determinando la adhesion de neutroéfilos polinucleares a dichas células, mediante
RT — PCR. Se concluy6 que la infeccidén por E. bovis regula positivamente la
transcripcion de los genes que codifican para la molécula de adhesion celular
vascular e intracelular induciendo a reacciones proinflamatorias en los tejidos

gastrointestinales.



84

6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

La técnica de flotacion con solucién sobresaturada de cloruro de sodio permitio
identificar distintos géneros de parasitos grastrointestinales en la isla Santa Cruz.
Se determiné una alta prevalencia de nematodos, seguida de protozoarios, luego

trematodos y finalmente cestodos.

Eimeria spp. presenta la mayor prevalencia (77.91 %), es decir que la presencia
de coccidias se encuentra en mayor proporcion respectos a los otros géneros de

parasitos en los bovinos de la isla.

El uso de métodos moleculares, como la PCR, permitié confirmar la presencia
de parasitos grastrointestinales del Filo Apicomplexa en el tracto gastrointestinal
de bovinos perteneciente a la isla Santa Cruz en Galapagos. Se determiné que
la temperatura de alineamiento adecuada para amplificar el gen 18S rRNA para

Apicomplexas en muestras de bovinos es de 64 °C con 35 ciclos.

Este proyecto de investigacion constituye el primer reporte con bases
moleculares de la presencia de parasitos del Filo Apicomplexa en bovinos de la

isla Santa Cruz - Galapagos.

6.2. Recomendaciones

Se deben realizar exdmenes coproldgicos periddicos en los bovinos para
identificar a tiempo una parasitosis e implementar adecuados programas de
desparasitacion, para establecer un control en los animales con el fin de evitar

afectacion en la produccién.

Es necesario dar a conocer los resultados de este estudio a todos los
productores y duefios de las fincas de la isla Santa Cruz para adoptar medidas
de higiene y mejoras en el manejo del ganado con el fin de evitar que los

animales sigan contrayendo parasitos gastrointestinales.



85

Es importante determinar los factores de riesgo que favorecen la presencia de

parasitos gastrointestinales en los bovinos de la isla Santa Cruz.

Se recomienda realizar una secuenciacion y andlisis filogenético de los
productos de PCR obtenidos, para determinar las especies de Eimeria presentes

en el tracto gastrointestinal de bovinos de la isla Santa Cruz — Galdpagos.

Debido a que el bovino es una especie introducida se requiere realizar estudios
acerca de la relacion y los efectos de los paréasitos identificados en especies

nativas de la isla.
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Anexo 1.

Registro realizado por cada finca y muestras tomadas de bovinos de la isla

Santa Cruz — Galdpagos.
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