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RESUMEN

Las enfermedades hemotrópicas afectan animales que viven en 
zonas tropicales y subtropicales del mundo, debido a la presencia 
de vectores transmisores de los agentes, tales como garrapatas 
y moscas hematófagas. Dentro de este grupo de enfermedades 
se encuentran la anaplasmosis, tripanosomosis y babesiosis 
bovina, las cuales afectan negativamente las producciones 
ganaderas, por lo que el diagnóstico certero permite el control 
y tratamiento racional de estas enfermedades. En Ecuador, 
estas enfermedades han sido poco estudiadas, por lo que el 
objetivo del presente trabajo fue realizar una prospección sobre 
la presencia de estos hemotrópicos en la Provincia de Pastaza, 
para lo cual se evaluaron tres fincas ganaderas, ubicadas en 
la región Amazónica del Ecuador, Provincia de Pastaza, donde 
se realizó el diagnóstico de anaplasmosis y tripanosomosis 
por ELISAi y babesiosis mediante la prueba de PCR. En esta 
evaluación se obtuvo una prevalencia del 65,5 % de anticuerpos 
anti MSP5r de Anaplasma marginale; 31,03 % anti Trypanosoma 
spp. por ELISAi y 0 % para Babesia spp. por PCR. No se encontró 
ningún tipo de correlación de la presencia de anticuerpos (anti 
A. marginale o Trypanosoma spp.) con el hematocrito ni con 
las proteínas totales. Igualmente no se observó diferencias 
significativas de los anticuerpos anti MSP5r con la presencia o 
ausencia de garrapatas en las fincas. En conclusión, se puede 
señalar la elevada seroprevalencia de Trypanosoma spp. y A. 
marginale en la zona estudiada, por lo que resulta eminente el 
establecimiento de medidas de control. Otro aspecto importante, 
fue el haber encontrado fincas sin garrapatas con la presencia 
de anticuerpos de anti MSP5r, señalando la posible presencia de 
otros vectores en esta zona.

Palabras clave: Anaplasma marginale; Babesia spp.; ELISA; 
PCR; Trypanosoma spp.

ABSTRACT

Hemotropic diseases affect animals living in tropical and 
subtropical areas of the world, due to the presence of transmitting 
vectors of agents such as ticks and hematophagous flies. Within 
this group of diseases are the anaplasmosis, trypanosomosis and 
bovine babesiosis which adversely affect livestock production, it 
is therefore accurate diagnosis allows the control and rational 
treatment of these diseases. In Ecuador, these diseases have 
been under studied, so the aim of this study was to prospect the 
presence of these hemotropics in the Province of Pastaza. For 
this, three farms were evaluated, located in the Amazon region 
of Ecuador, Pastaza Province, where diagnosis of anaplasmosis 
and trypanosomosis by ELISAi and babesiosis using the PCR 
test were performed. In this hemotropics evaluation, 65.5 % 
prevalence of anti-MSP5r Anaplasma marginale antibodies; 31.03 
% anti Trypanosoma spp. by ELISAi and 0 % for Babesia spp. by 
PCR were obtained. There wasn´t found a correlation between 
the presence of antibodies (anti A. marginale or Trypanosoma 
spp.), the hematocrit and total proteins, no significant differences 
in anti-MSP5r antibodies with the presence or absence of ticks 
on farms were observed. In conclusion, the high seroprevalences 
of Trypanosoma spp.  and A. marginale in the area under study, 
and therefore the establishment of control measures is eminent. 
Another important aspect to highlight is to have found farms 
without ticks and anti-MSP5r antibodies presence, indicating the 
possible presence of other vectors in this area.

Key words: Anaplasma marginale; Babesia spp; ELISAi; PCR; 
Trypanosoma spp.
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INTRODUCCION

La tripanosomosis, anaplasmosis y la babesiosis en bovino 
(Bos Taurus/Bos indicus), son un conjunto de enfermedades 
tropicales originadas por microorganismos que presentan 
tropismo por la sangre de los bovinos, por lo que en su conjunto 
son agentes que ocasionan enfermedades y son conocidos bajo 
el nombre de hemotrópicos [35]. Otra característica común de 
estas tres enfermedades es que los agentes son transmitidos 
de un animal enfermo a uno sano a través de vectores [33]. 
La distribución de estos hemotrópicos es principalmente en las 
zonas tropicales y subtropicales del mundo, siendo enzoótico en 
el continente americano, con prevalencia de elevadas a leves 
dependiendo de la región geográfica [14, 22, 44].

Clínicamente las tres enfermedades son similares, originando 
principalmente fiebre, anemia, decaimiento, postración, 
incremento de la frecuencia respiratoria y cardiaca, lo que trae 
como consecuencia la disminución de la producción, tanto de 
leche como de carne [22, 33, 35].

La tripanosomosis bovina es una enfermedad causada 
por Trypanosoma vivax, el cual es un protozoario del 
Orden Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae y Género 
Trypanosoma. Este hemoflagelado habita de modo libre en 
la sangre de los rumiantes, originando grandes pérdidas 
económicas en los rebaños bovinos, ovinos (Ovis aries), caprinos 
(Capra hircus) y bufalinos (Bubalus bubalis) de los países 
tropicales, donde se encuentran los tábanos (Tabanus spp.), 
los cuales son los principales vectores de este microrganismo. 
También se han reportado otros vectores menos eficientes como 
dípteros e insectos hematófagos como Stomoxis calcitrans, 
Haematobia irritans, Culicinae spp. [45, 50]. Los bovinos pueden 
encontrarse infectados, tanto por T. evansi y T. theileri, aunque 
éstos no parecieran afectar gravemente la salud de los animales, 
a diferencia de T. vivax que es patógeno [5, 14, 33].

Estos hemotrópicos circulan en el torrente sanguíneo, secretan 
trans-sialidasas que deshialinizan los eritrocitos, estimulando la 
eritrofagocitosis [23, 27]. Otros factores como el Factor Inhibidor 
de la Migración de Macrófagos (MIF) igualmente secretados por 
estos hemoflagelados, bloquean la eritropoyesis extramedular 
y la maduración de glóbulos rojos (GR) lo cual igualmente 
contribuyen en la hemodilución [42]. Recientemente se ha 
señalado también el daño mecánico que los parásitos infringen 
directamente sobre los GR mientras éstos circulan en el torrente 
sanguíneo, estimulando igualmente la eritrofagocitosis [9].

Otro hecho relevante de la infección con T. vivax, es la 
capacidad que tiene este parásito en dañar directamente el 
sistema reproductivo, originando mermas en la capacidad 
reproductiva del rebaño afectado [7, 22]. Por ejemplo, en machos 
se ha observado degeneración difusa o intralobular ocasionada 
por degeneración testicular, originando disminución de la calidad 
espermática [1]. En hembras, la infección por T. vivax, produce 
anestro durante las infecciones experimentales de cabras, 

caracterizado por pérdida de cuerpo lúteo y folículos, acompañado 
de anomalías anatomopatológicas de los ovarios [37].

El diagnóstico de esta enfermedad se puede realizar de 
manera clínica basado en la observación de la sintomatología de 
la enfermedad, sin embargo debido a lo ambiguo de éstos, resulta 
poco eficiente [22], es por ello, que se recurrió al diagnóstico 
serológico por Ensayo Inmunoenzimático indirecto (ELISAi) [21, 
30] o molecular por la Prueba de Reacción en Cadena de la 
Polimerasa (PCR) [18], los cuales presentan alta sensibilidad y 
especificidad durante todas las fases de la enfermedad [34]. Para 
el diagnóstico por PCR, se han empleado varias moléculas del 
ADN del parásito como diana, pareciendo ser los cebadores TWJ 
descrito por Masake y col. los más sensibles para el diagnóstico 
de T. vivax [27]. Igualmente se han señalado algunas Reacciones 
en Cadena de la Polimerasa-Polimorfismos de Longitud de 
Fragmentos de Restricción (PCR-RFLP) capaces de diferenciar 
entre T. vivax, T. evansi o T. theileri [48]. Para el diagnóstico por 
ELISAi, se han empleado desde proteínas purificadas como la 
Glicoproteína Variable de Superficie (VSG) de T. evansi [49], hasta 
extractos antigénicos crudos igualmente de T. evansi, debido 
a la comunidad antigénica existentes entre T. evansi y T. vivax 
[43]. Sin embargo, la utilización de extractos crudos, sumado a 
la presencia de T. vivax o T. evansi en Latinoamérica, genera 
reacción cruzada entre las especies impidiendo su diagnóstico 
certero debido a que los bovinos pueden estar infectados con 
cualquiera de los dos [48], aunque se reporta que T. evansi no 
pareciera ser tan patógeno en los rumiantes [15].

Anaplasma marginale, es una bacteria Gram negativa del 
Orden Rickettsiales que parasita de manera obligada los GR de 
los rumiantes y principalmente de los bovinos. Esta bacteria se 
transmite de un animal enfermo a uno sano a través de garrapatas 
del Género Dermacentor en EUA y en Latinoamérica por 
Rhipicephalus microplus (R. microplus) [44]. Sin embargo, esto 
último es controversial, debido a que en Latinoamérica pareciera 
ser más importante la trasmisión por moscas hematófagas como 
el tábano (Tabanus spp.) [5, 11, 24, 35].

Una vez que la bacteria invade los GR comienza a dividirse 
por fisión binaria, originando cambios estructurales y bioquímicos 
en la membrana del GR, ocasionando un proceso autoinmune 
mediado por anticuerpos contra los GR parasitados y sanos. 
Estas inmunoglobulinas asociadas a los GR, estimulan la 
eritrofagocitosis extravascular, removiendo los GR parasitados o 
no masivamente del torrente circulatorio [19].

El diagnóstico de esta enfermedad se realiza de manera 
clínica, pero debido a la ausencia de signos patognomónicos, 
se recomienda el empleo de las pruebas de ELISA o PCR, 
los cuales tienen sensibilidad y especificidad cercanas al 100 
% [35]. Para la prueba de PCR se han ensayado una serie 
de iniciadores y la mayoría con resultados satisfactorios, por 
ejemplo aquellos que amplifican el gen de la Proteína Mayor de 
Superficie (MSP5), como es el caso de un estudio realizado en 
poblaciones bovinas del Ecuador [46] al igual que en Venezuela 
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[47]. Para el diagnóstico serológico de esta enfermedad, se ha 
difundido ampliamente el uso de MSP5 recombinante (MSP5r) 
como un excelente antígeno para la realización de pruebas de 
ELISAi [16, 36]. En un estudio realizado en Ecuador, la prueba 
ELISAi demostró una sensibilidad del 96 % y especificidad del 90 
% frente a PCR [30].

La babesiosis bovina es una enfermedad hemoparasitaria 
causada por Babesia bovis o Babesia bigemina, las cuales son 
parásitos del Filo Apicomplexa; Clase Aconoidasida; Orden 
Piroplasmida; Familia Babesiidae; Género Babesia [26]. Estos 
parásitos se distribuyen por zonas que pueden ser de clima 
templado hasta tropical, siempre y cuando se pueda desarrollar 
su vector que es la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) 
microplus. La babesiosis es endémica en la mayoría de los países 
latinoamericanos como Argentina, Uruguay, Brasil, Colombia, 
México y Venezuela, a excepción de Chile debido a la Cordillera 
de los Andes que establece una barrera natural [28].

Mundialmente se han asignado diferentes nombres a esta 
enfermedad como fiebre de Texas, fiebre de garrapatas, aguas 
rojas, piroplasmosis, ranilla roja  [6, 24, 44] y enfermedad 
de Nantucket, siendo ésta última una enfermedad zoonótica 
presente en EUA y en la Comunidad Europea [25].

Babesia spp. es un hemoprotozoo que parasita de manera 
obligatoria los GR de los bovinos, debido al reconocimiento 
de receptores específicos que poseen éstos en la membrana. 
Una vez que Babesia spp. penetra en el GR, inicia su división 
por fisión binaria y comienza a desarrollarse. Luego salen del 
eritrocito rompiendo la membrana externa, ocasionando la lisis 
celular, liberando hemoglobina al plasma, siendo éste una de 
las causas principales de la aparición de la anemia durante 
la babesiosis [33]. En este sentido, también se ha encontrado 
que la anemia puede ser inmuno-mediada, bien porque las 
inmunoglobulinas reconocen los cambios en la membrana 
externa de los GR infringidos por el parásito, o bien porque 
antígenos excretados/secretados por Babesia spp. se adhieren a 
la membrana del eritrocito, estimulando que sea éste reconocido 
como cuerpo extraño, incrementando la eritrofagocitosis [44]. Es 
por esto que los síntomas más representativos de la enfermedad 
son hemoglobinuria, anemia hemolítica, estreñimiento, diarrea, 
fiebre, pérdida de peso, postración, convulsiones, signos clínicos 
nerviosos y la muerte [3].

El diagnóstico de babesiosis bovina se puede realizar de forma 
directa mediante frotis sanguíneo, necropsia o por la técnica de 
la capa leucocitaria cuantitativa y de forma indirecta mediante 
fijación de complemento, inmunofluorescencia indirecta, 
ELISA, molecular como el PCR o por la prueba denominada 
amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP) [4, 8, 51]. 
Todas estas técnicas han mostrado ser muy satisfactorias para el 
diagnóstico del parásito, tanto en etapa temprana como crónica 
de la enfermedad [12, 38, 39].

Estas hemoparasitosis bovinas han sido poco estudiadas en 
Ecuador y menos aún las posibles interacciones que existe entre 

ellas, ni la repercusión de éstas en los valores hemáticos de los 
rebaños bovinos afectados. Por ello, el objetivo del presente 
trabajo fue diagnosticar estas enfermedades, determinar su 
prevalencia y sus repercusiones en valores de proteínas totales 
(PT) y hematocrito (Hto) en bovinos de la Parroquia Santa Clara, 
Provincia de Pastaza, en Ecuador.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestreo

Un total de 58 bovinos fueron muestreados en tres fincas o 
Unidades Productoras Agrícolas (UPA), pertenecientes a la 
Parroquia Santa Clara, Provincia de Pastaza, de Ecuador, con 
la siguiente distribución: 25 bovinos (43,10 %) de la UPA-1; 14 
(24,14 %) de la UPA-2 y 19 (32,76 %) de la UPA-3. La población 
bovina total de estas tres fincas era de 181 animales, distribuidos 
de la siguiente manera: 46 en la UPA-1; 25 en la UPA-2 y 
110 en la UPA-3.

Las muestras sanguíneas fueron recolectadas a través de 
una punción en la vena coccígea con ayuda de una aguja de 21 
mm y se extrajo aproximadamente 5 mL de sangre periférica en 
un tubo al vacío sin anticoagulante y otro con el anticoagulante 
ácido etilendiaminotetraacético (EDTA). Las muestras tomadas 
en los tubos sin anticoagulante fueron centrifugadas a 2500 x G 
por 15 min (Clay Adams, EUA). El suero sanguíneo resultante 
fue congelado a -20 ºC (Revco, Thermofisher Scientific, EUA) 
hasta su procesamiento y análisis. Luego de efectuar la prueba 
de hematocrito (Hto), las muestras de sangres con EDTA fueron 
congeladas a -20 ºC hasta su procesamiento y análisis.

Determinación del hematocrito (Hto) y las proteínas totales (PT)

Dos tubos capilares fueron llenados con cada una de las 
muestras de sangre en presencia de EDTA, los cuales fueron 
centrifugados a 10000 x G durante 5 min (TG12M Centrifuge, 
Madell Technology, EUA) y se determinó el porcentaje de Hto con 
una tabla para ello (marca Faem).

Con la finalidad de determinar PT de los animales del muestreo, 
los sueros de cada animal fueron descongelados y con ayuda de 
un refractómetro portátil (RHC300ATC, Hong Kong, China) se 
determinó el valor de cada animal en unidades de g/100 mL. 

Extracción de ADN

Para los análisis moleculares, se utilizó el tubo con EDTA y 
se extrajo el ADN de las muestras sanguíneas bovinas según 
el protocolo modificado por De la Rosa y col. [13], que consistió 
en tomar una alícuota de 400 µL de sangre en tubos de micro 
centrífuga (Eppendorf, 1,5 µL) y a los cuales se adicionó 1 mL 
de solución tampón (Tris-Cl 20 mM). Posteriormente se colocó 
en la incubadora (Thermo-Shaker, MSC-100, China) a 25 
ºC durante 10 min, se centrifugó a 20800 x G por 5 min y se 
descartó el sobrenadante. El ADN fue concentrado repitiendo 



165

___________________________________________________________________________Revista Científica, FCV-LUZ / Vol. XXVII, N° 3, 162 - 171, 2017

los pasos anteriores más un segundo lavado con la solución 
tampón. Seguidamente, se resuspendió el precipitado con 400 
µL de solución lítica (EDTA 1 mM; Tris-Cl 10 mM; y 0,1 % de 
Sodio dodecilsulfato (SDS)) y se incubó a 25 ºC por 20 min. A 
continuación se agregó 2,5 µL de ribonucleasa por tubo y se 
incubó a 37 ºC por 30 min, transcurrido este tiempo se agregó 
2,5 µL de proteinasa K y se incubó a 60 ºC por 2 horas (h). 
Inmediatamente se añadió 300 µL de acetato de sodio 5 M se 
agitó (Velp, Wizard, España) y se centrifugó (Hettich Zentrifugen, 
Mikro200, Alemania) en iguales condiciones a la anteriores. El 
sobrenadante se dividió en dos tubos de 1,5 mL y se agregó 2 
volúmenes de etanol y acetato de sodio 0,12 M, se mezcló por 
inversión para precipitar el ADN, posteriormente se incubó a 
-20 ºC durante 30 min. Se centrifugó a 20800 x G por 7 min, se 
descartó el sobrenadante y se realizaron 2 lavados con etanol 
(70 %). Finalmente, se resuspendió con 40 µL de tampón TE 
(Tris 10 mM; EDTA 1 mM) previamente calentado a 65 ºC y se 
almacenaron a -80 ºC en el congelador (Ilshin, DF8514, Corea) 
hasta su posterior uso.

Cuantificación de ADN

Se cuantificó el ADN extraído por espectrofotometría con la 
ayuda del equipo NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo 
Scientific®, EUA), luego se verificó la integridad del ADN por 
electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %, teñidos con SYBRSafe 
(Invitrogen®, EUA) y foto documentado (Transiluminador 
Bio Doc-It System®, EUA).

Ensayo inmunoenzimático indirecto (ELISAi) para el 
diagnóstico de la anaplasmosis bovina.

Los ELISAi para el diagnóstico de la anaplasmosis se realizaron 
según protocolo de Navarrete [30]. Inicialmente se sensibilizó la 
placas con 100 µL/pocillo de la proteína recombinante MSP5r a 
2 µg/mL, diluido en buffer de carbonato-bicarbonato 50 mM (pH 
9,6) y se incubó la placa a 4 °C en cámara húmeda (Labnet, 
311DS, EUA) por toda la noche. Posteriormente, se lavó la placa 
3 veces seguidas con solución de lavado (NaCl 1,50 M; Tween20 
0,1 %) (Bio-Tek Instruments, ELx50, EUA) y se bloqueó cada 
pocillo con 200 µL de solución de leche de soya al 5 % diluida en 
tampón fosfato salino (PBS) (NaH2PO4 0,20 M; Na2HPO4 0,20 M; 
NaCl 0,15 M) conteniendo 5 mg/mL de IgY anti E. coli. La placa 
se incubó a 37 °C en cámara húmeda por 1h, luego de lo cual, se 
volvió a lavar 3 veces y se colocaron 100 µL/pocillo, de los sueros 
diluidos 1:200 con PBS-Tween (Tween20 0,1 %). Nuevamente, se 
incubó la placa a 37 °C en cámara húmeda por 1h, se lavó la placa 
5 veces y se añadió 100 µL de conjugado (Bethyl, A1013, EUA) 
anti IgG bovino diluido en buffer PBS-Tween (1:40000). Se volvió 
a incubar a 37 °C por 1h, se lavó 5 veces con solución de lavado 

y se colocó 50 µL del cromógeno 3, 3’, 5, 5’-tetrametilbencidina 
(TMB) (Sigma-Aldrich, 860336-1) diluido en solución tampón 
fosfato-citrato (Fosfato Citrato 0,05 M; H2O2 0,5 %; TMB-Dimetil 
sulfóxido) en cada pocillo y se conservó a temperatura ambiente 
por 30 min con agitación. Al final, se añadió 50 µL de solución 
stop (H2SO4, 1 N) y se leyeron las absorbancias de la placa en un 
lector de ELISA (Bio-Tek Instruments, ELx800, EUA) a 450-630 
nm. Para establecer el punto de corte se emplearon 20 sueros 
negativos provenientes de la hacienda “El Prado” del Instituto 
Agropecuario Superior Andino (IASA I), de la Universidad de las 
Fuerzas Armadas, parroquia San Fernando, Cantón Rumiñahui, 
provincia de Pichincha; los cuales fueron negativos por PCR a 
la presencia de Anaplasma marginale y Trypanosoma spp. y 
además provienen de una zona con ausencia de los vectores, 
dada que están a una altitud de 2748 msnm.

ELISAi para determinar la presencia de Trypanosoma spp.

Para realizar este ELISAi según el protocolo descrito por 
González [21], se procedió con un protocolo similar al descrito 
anteriormente, con las siguientes modificaciones; se sensibilizaron 
los pocillos de la placa con extracto soluble de Trypanosoma 
evansi a 10 µg/mL, dilución de sueros 1:100 y conjugado 1:15000 
(Bethyl, A1013, EUA). Para el revelado, se colocó 100 µL de 
cromógeno ácido 2, 2’ azino-bis-3-etylbenzotiazolina-6-sulfónico 
(ABTS) (Sigma- Aldrich, A1888)  en tampón citrato (0,05 M, pH 4; 
ABTS 2 %; H2O2 0,5 %) a cada pocillo y se agitó a temperatura 
ambiente por 45 min. Por último, se leyeron las absorbancias de 
la placa en un lector de ELISA a 405 nm (Bio-Tek Instruments, 
ELx800, EUA).  En el ensayo se utilizaron los mismos 20 sueros 
negativos del IASA I como controles para establecer el punto de 
corte.

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para determinar 
la presencia de Babesia spp.

Se analizaron los ADN de las muestras bovinas 
mediante la PCR con el uso de cebadores PIRO A 
(5’-AATACCCAATCCTGACACAGGG-3’) y PIRO B 
(5’-TTAAATACGAATGCCCCCAAC-3’) descritos previamente por 
Carret y col. [10], que amplifican el gen 18S rRNA en condiciones 
pre establecidas que consistieron en 0,25 µM de cada cebador, 
1,5 mM de MgCl2, 0,8 µM de dNTPs, 0,5 U/µL de Taq polimerasa 
y 100 ng de ADN para un volumen final de 25 µL por tubo [18]. 
Las condiciones del proceso de amplificación empleadas se 
describen en la TABLA I.
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TABLA I
CONDICIONES DE AMPLIFICACIÓN POR PCR PARA LA DETECCIÓN DE Babesia spp.

Proceso Temperatura ( ºC) Tiempo (min) Ciclos
Desnaturalización inicial 94 5 1
Desnaturalización 94 1 35
Hibridación 55 1 35
Extensión 72 1 35
Extensión final 72 5 1
Mantenimiento 4 ∞ -

ºC: Grados centígrados; min: minutos; ∞: infinito;-: no existe.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Para la elaboración de este estudio, se evaluaron 58 bovinos 
pertenecientes a tres fincas, muy cercanas una de otra, ubicadas 
en la provincia de Pastaza, Ecuador. El total de la población de 
las tres fincas era de 181 animales y se tomaron al azar el 41,3 % 
(19/46) en la UPA-1; 56 % (14/25) en la UPA-2 y 22,7 % (25/110) 
en la UPA-3 de su rebaño.

En relación a los resultados obtenidos por la técnica de ELISAi 
se estableció primeramente el punto de corte a través de la 
Densidad Óptica (DO) para detectar anticuerpos anti MSP5r de 
A. marginale (DO=0,267) y Trypanosoma spp. (DO=0,245). Para 

establecer las seroprevalencias se consideró como positivos 
todos aquellos sueros que presentaron DO superiores a sus 
respectivos puntos de cortes.

Los resultados del diagnóstico de A. marginale en los animales 
muestreados (n=58/181) se presentan en la TABLA II, donde se 
describe que el 65,51 % (38/58) arrojaron resultados positivos 
a la presencia de anticuerpos anti MSP5r, del cual el 57,89 % 
(11/19) corresponde a la UPA-1; el 71,43 % (10/14) para la UPA-
2 y el 68 % (17/25) para la UPA-3, lo que significa que más de la 
mitad de la población muestreada está o ha estado en contacto 
con la bacteria.

TABLA II
RESULTADOS DE LA DETECCIÓN DE ANTICUEROS ANTI Anaplasma marginale Y Trypanosoma spp. POR ELISA EN TRES 

FINCAS DE LA PROVINCIA DE PASTAZA

Finca
Anaplasma marginale Trypanosoma spp. Total de 

animales 
analizados

Población de animales por UPA
Positivo Negativo Positivo Negativo

UPA-1 11 (57,89 %) 8 (42,10 %) 6 (31,58 %) 13(68,42 %) 19 46

UPA-2 10 (71,43 %) 4 (28,57 %) 6 (42,86 %) 8 (57,14 %) 14 25

UPA-3 17 (68 %) 8 (32 %) 6 (24 %) 19 (76 %) 25 110

TOTAL 38 (65,51 %) 20 (34,48 %) 18 (31,03 %) 40 (68,96 %) 58 181

UPA: Unidad de Producción Agrícola; %: porcentaje.

En Ecuador, algunos trabajos revelan igualmente altas 
prevalencias a esta bacteria, por ejemplo en el Cantón Zamora, 
provincia de Zamora Chinchipe, Muñoz y col. [29], encontraron 
por frotis una prevalencia de 68 %. Escobar y col. [17], reportaron 
85,48 % de prevalencia a A. marginale, en la zona central del 
litoral ecuatoriano en el Cantón Quevedo, provincia de Los Ríos. 
Para esto, este grupo estandarizó una prueba de PCR anidado, 
en el cual utilizaron el gen de la MSP4 como blanco. Incluso se 
han logrado identificar prevalencias superiores como por ejemplo, 
Soto [40] evaluando esta enfermedad en bovinos sacrificados 
en el centro de faenamiento de Quito, a través de un PCR y un 
ELISAc comercial determinaron una prevalencia del 91,7 y 91,1 
%, respectivamente de los animales muestreados.

Curiosamente se ha señalado que el vector principal en 
Latinoamérica es la garrapata Rhipicephalus microplus (R. 
microplus), sin embargo, esta garrapata solo pudo ser identificada 
en la UPA-3, siendo las otras dos UPA libres de este artrópodo. 
Estos resultados muestran que en las tres fincas se encontraron 
anticuerpos anti MSP5r de A. marginale, indistintamente a la 
presencia o no de garrapatas; de hecho no se encontró diferencias 
significativas en las prevalencias determinadas en las tres fincas. 
Este resultado confirma lo que sostienen algunos autores sobre 
que el verdadero vector de A. marginale en Latinoamérica son 
principalmente los tábanos y no R. microplus [11, 24].
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En este sentido, en un trabajo realizado en Costa Rica se 
determinó que el segundo factor de riesgo más importante para 
presentar títulos de anticuerpos a A. marginale, lo constituye la 
presencia de tábanos, luego de la estación de lluvia. Igualmente 
se pudo observar que la presencia de la mosca del establo 
(Stomoxys calcitrans), estaba más relacionada a la aparición de 
títulos de anticuerpos anti MSP5r que la presencia de garrapatas 
[31]. 

En cuanto a los resultados del diagnóstico de Trypanosoma 
spp. (TABLA II), se encontró un 31,03 % (18/58) de animales 
positivos en la zona, del cual el 31,58 % (6/19); 42,86 % (6/14) y 
24 % (6/25) corresponden a las UPA 1, 2 y 3, respectivamente. 

De manera general en la población se encontró que el 31,03 
% de los animales del muestreo eran positivos a Trypanosoma 
spp. en la prueba de ELISAi. 

Estos resultados son comparables a los encontrados por 
Ortega-Montalvo y col. [32], en un centro de faenamiento de 
Quito, donde se reportó un 30 % de animales positivos por PCR 
a Trypanosoma vivax. En otro estudio del presente año, a través 
de la técnica ELISAi se determinó una seroprevalencia de 48 % y 
75 % realizado en los camales de Quito y Santo Domingo de los 
Tsáchilas, respectivamente [21].

Al comparar estos valores estimados con los países vecinos, 
se encontró que en Colombia se ha reportado una prevalencia 
determinada por PCR–RFLP de 23 % a T. vivax, 11 % a T. 
evansi y 11 % a T. theileri [48]. En Venezuela, se ha determinado 
por ELISA la prevalencia de 33 % a Trypanosoma spp. en un 
muestreo en todo el país [43].

En cuanto a las pruebas de PCR realizadas para el diagnóstico 
de Babesia spp. en la zona, no se encontraron animales positivos, 
es posible que esta ausencia de animales positivos en el muestreo 
se deba a la poca presencia de garrapatas en la zona. Como bien 
se ha mencionado anteriormente, de las tres fincas muestreadas, 
sólo en una existió la presencia de garrapatas. Es posible que la 
escasa presencia del vector del microorganismo, no permita la 
dispersión de Babesia spp. en la zona.

En la zona muestreada, el pasto predominante en la UPA-1 y 
UPA-2 era Axonopus scoparius, el cual  requiere de siete meses 
para su recuperación. Es por ello, que en la zona se establece 
sistema de pastoreo llamado al sogueo, en el cual se amarra al 
animal con una soga larga y sólo se deja pastorear en círculo 
por un tiempo determinado. Debido al lento desarrollo de esta 
gramínea, el pastoreo se realiza cada siete meses en un lugar 
determinado [20]. Esto es fundamental para el desarrollo de las 
garrapatas según algunos autores [2], ya que los cambios en los 
factores ambientales dificultan el establecimiento de R. microplus. 
Por ejemplo, se estima que sus larvas pueden sobrevivir unos 
cuatro meses sin alimentarse [41], es por esto que R. microplus 
quizás no sobreviva a estos períodos tan prolongados de 
pastoreo en ausencia de su hospedador, lo que pudiera explicar 
la ausencia de garrapatas en las explotaciones donde se utiliza 
Axonopus scoparius y por ende de Babesia spp. en la zona. El 
empleo de este tipo de pasto, pareciera a su vez ser un control 
agroecológico del vector y de la enfermedad.

En la TABLA III, se observa que 24,14 % (14/58) animales 
fueron negativos a las tres pruebas, 44,83 % (26/58) fueron 
positivos a A. marginale, solamente 10,35 % (6/58) a Trypanosoma 
spp. y 20,69 % (12/58) tenían coinfección de A. marginale y 
Trypanosoma spp. En el muestreo ningún animal resultó positivo 
a Babesia spp.

TABLA III
DISTRIBUCION DE HEMOTRÓPICOS POR UPA

UPA Babesia spp. Anaplasma marginale Trypanosoma spp. Frecuencia

1 - - - 5

1 - + - 14

1 - - + 3

1 - + + 3

2 - - - 3

2 - + - 5

2 - - + 1

2 - + + 5

3 - - - 6

3 - + - 7

3 - - + 2

3 - + + 4

UPA: Unidad de Producción Agrícola; -: negativo; +: positivo.
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Cuando en el estudio se evaluó la interacción entre animales 
positivos a A. marginale y a Trypanosoma spp., se encontró que 
doce animales presentaron títulos de anticuerpos de los dos 
hemotrópicos. Este fenómeno fue identificado en las tres fincas 
del muestreo, en UPA-1 el 21 % de los animales presentaron 
doble infección, en UPA-2 el 35 % y en UPA-3 el 12 %. Esto 
sugiere que la existencia de A. marginale y Trypanosoma spp. en 

los animales, son completamente independientes el uno del otro. 
No pareciera que uno de ellos desplaza al otro y es por esto que 
se puede encontrar un elevado número de animales con doble 
infección. Al analizar la distribución de los hemotrópicos por 
UPA, no se encontró diferencia significativa (P>0,05), en cuanto 
a la presencia de ninguno de los tres hemotrópicos evaluados 
(TABLA IV).

TABLA IV
DISTRIBUCIÓN DE ANIMALES POSITIVOS A Babesia spp., Anaplasma marginale Y Trypanosoma spp. MEDIANTE 

PCR Y ELISA.

Total de muestras 
analizadas

PRUEBA DE DIAGNÓSTICO

Porcentaje de animales ( %)PCR ELISAi

Babesia spp. Anaplasma 
marginale

Trypanosoma 
spp.

14 - - - 24,13
26 - + - 44,82
6 - - + 10,34
12 - + + 20,69

PCR: reacción en cadena de la polimerasa; ELISAi: ensayo inmunoenzimático indirecto; %: porcentaje; 
-: negativo; +: positivo.

La medición de PT de todos los animales muestreados 
permitió observar que el promedio fue de 6,801 g/100 mL 
(mín=2,15; máx=9; Std Dev=1,2169), demostrándose que siete 
bovinos (12,07 %) tenían menos de 5,7 g/100 mL, y quince 
bovinos (25,86 %) estaban sobre el límite superior de 7,5 g/100 
mL. Únicamente dos bovinos (3,45 %) presentaron un Hto bajo 
el límite de 24 %, determinado para la zona en estudio. Para los 
animales enfermos que presentan anticuerpos anti A. marginale, 
el promedio de Hto fue de 31,42 g/100 mL (mín=22; máx=39; 
Std Dev=5,5), y PT fue de 7,06 g/100 mL (mín=2,7; máx=9; Std 

Dev=0,98). Para los animales positivos a Trypanosoma spp. el 
Hto fue de 31,5 g/100 mL (mín=25; máx=39; Std Dev=3,63) y 
PT fue de 6,97 g/100 mL (mín=2,7; máx=8,05; Std Dev=1,14). 
No se evidenciaron diferencias significativas (P>0,05), en cuanto 
a la presencia de ninguno de los tres hemotrópicos evaluados 
(TABLA V). De hecho, el análisis univariado según los datos 
de A. marginale o Trypanosoma spp., no demostró diferencia 
significativa (P>0,05) en relación a Hto ó PT.

TABLA V
RESULTADOS DE HEMATOCRITO Y PROTEINAS TOTALES POR RESULTADOS DE HEMOTRÓPICOS

PARÁMETRO
Anaplasma marginale Trypanosoma spp.

NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO
HEMATOCRITO (HTO)

MÍNIMO 23 22 22 25
MÁXIMO 46 39 46 39

PROMEDIO 31,65 31,42 31,5 31,5
STD DEV 5,5 3,8 4,81 3,63
P-VALOR 0,6663 0,4544

PROTEÍNAS TOTALES (PT) (G/100ML)
MÍNIMO 2,15 2,7 2,15 2,7
MÁXIMO 7,9 9,0 9,0 8,05

PROMEDIO 6,3 7,06 6,72 6,97
Std Dev 1,46 0,98 1,25 1,14
P-valor 0,5054 0,8162

Std Dev: desviación estándar (en inglés: Standard Deviation); Hto: hematocrito; PT: proteínas totales; g: gramos; mL: mililitros; P-valor: 
valor de la probabilidad.
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Cuando se evaluó estadísticamente la influencia de los 
hemotrópicos A. marginale y Trypanosoma spp. sobre el Hto y 
PT, no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los 
parámetros evaluados. Siendo estas enfermedades anemisantes, 
tendría sentido esperar influencia de los hemotrópicos en el Hto 
y PT, esto pudiera explicarse en que los casos de anaplasmosis 
detectados por ELISAi eran casos crónicos o lo que se conoce 
como portadores persistentes sin afectación clínica [30]. El 
fenómeno antes descrito igualmente ocurre para los casos 
de tripanosomosis, con el agravante que el ELISAi para este 
hemoflagelado no discrimina entre T. vivax, T. theileri y T. evansi; 
los dos últimos no afectan clínicamente a los bovinos [14], lo 
cual podría indicar de la presencia de T. evansi y T. theileri en la 
población muestreada es mayoritaria.

CONCLUSIONES

En este trabajo realizado en la zona de Pastaza, Ecuador, se 
encontró un 65,5 % de anticuerpos anti MSP5r de A. marginale, 
31,03 % anti Trypanosoma spp. por ELISAi y 0 % para Babesia 
spp. por PCR. Siendo esto el primer reporte realizado en Ecuador 
donde se evalúan los tres hemotrópicos a la vez, bajo métodos 
biotecnológicos de diagnóstico realizados en el país.

Además los resultados del presente trabajo muestran la 
elevada prevalencia de A. marginale y Trypanosoma spp. en la 
zona, lo que debe poner en alerta a veterinarios y autoridades 
competentes para establecer medidas de control estrictas para 
estas enfermedades.

Al  analizar la zona de muestreo, se puede concluir que la 
presencia o ausencia de garrapatas, no incide en la presencia 
o ausencia de A. marginale, demostrando que al menos en la 
zona de estudios, otros factores intervienen en la dispersión de 
la enfermedad.
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