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RESUMEN

“Presencia de Eimeria spp. en Gallus domesticus comerciales en las

Provincias de Pichincha y Santo Domingo de los Tsachilas, Ecuador”

La coccidiosis aviar es una parasitosis de importancia econdmica para la
industria avicola. En Ecuador existe escasa informacion sobre la presencia
de Eimeria spp. en las granjas comerciales de pollos parrilleros, por lo que
se analizaron 155 establecimientos en las provincias de Pichincha y Santo
Domingo de los Tsachilas. A través del analisis de heces frescas se
determind la carga parasitaria y por PCR las diferentes especies de
Eimeria. Ademas, se realiz6 una encuesta epidemioldgica para determinar
los factores de riesgo de infeccion. Se observo que todas las muestras eran
positivas a la presencia de Eimeria spp., pese a que todas mantenian
medidas profilacticas; aun asi, en ninguna se observd coccidiosis clinica.
La carga parasitaria varié entre 25 y 169.700 OPG. La prevalencia por
especie fue E. maxima 80.4%, E. acervulina 70.6%, E. praecox 55.4%, E.
tenella 53.6%, E. necatrix 52,2% y E. brunetti 30.8%. A través de regresion
logistica multivariable, se observd que las granjas de productores
independientes tenian alta probabilidad de presentar mayor carga de
Eimeria spp., E. brunetti, E. necatrix, E. praecox y E. tenella. Los galpones
avicolas que estaban a menos de 1300 msnm se asociaron con mayor OPG
y presencia de E. brunetti. Las aves menores de 35 dias de edad y los
galpones avicolas abiertos (con rudimentario control ambiental), tenian

mayor probabilidad de presentar E. maxima. Si el agua de bebida provenia
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de pozos, el riesgo de E. praecox era mayor. El tiempo de vacio sanitario,
tamano de las granjas avicolas, desinfectantes, y el resto de los factores
evaluados, no presentaron riesgo ni proteccion en relacion a la presencia
de Eimeria spp. Serian necesarias mas investigaciones tendientes al
disefo de estrategias de control para mejorar la gestion en las granjas

avicolas.

Palabras Clave: Coccidiosis, Eimeria, OPG, factores de riesgo, avicultura,

Ecuador.
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ABSTRACT

“Presence of Eimeria spp. in commercial Gallus domesticus in the
provinces of Pichincha and Santo Domingo de los Tsachilas,
Ecuador”

Avian coccidiosis is a parasitic disease of economic importance for the
poultry industry. In Ecuador, there is limited information about the presence
of Eimeria spp. in commercial broiler chicken farms. Therefore, a total of
155 establishments in the provinces of Pichincha and Santo Domingo de
los Tsachilas were analyzed. The parasitic load was determined through the
analysis of fresh feces, and the different species of Eimeria were identified
through PCR. In addition, an epidemiological survey was conducted to
determine the risk factors for infection. It was observed that all samples
tested positive for the presence of Eimeria spp., despite maintaining
prophylactic measures. However, no clinical coccidiosis was observed in
any of the samples. The parasitic load ranged from 25 to 169,700 OPG
(oocysts per gram of feces). The prevalence by species was as follows: E.
maxima 80.4%, E. acervulina 70.6%, E. praecox 55.4%, E. tenella 53.6%,
E. necatrix 52.2%, and E. brunetti 30.8%. Through multivariable logistic
regression, it was observed that farms run by independent producers had a
higher probability of having a greater load of Eimeria spp., E. brunetti, E.
necatrix, E. praecox, and E. tenella. Poultry houses located at an altitude of
less than 1300 meters above sea level were associated with higher OPG

and the presence of E. brunetti. Birds younger than 35 days of age and open



poultry houses (with rudimentary environmental control) had a higher
probability of presenting E. maxima. If the drinking water came from wells,
the risk of E. praecox was higher. The duration of sanitary vacuum, size of
poultry farms, disinfectants, and the other evaluated factors did not show
any risk or protection regarding the presence of Eimeria spp. Further
research is necessary to design control strategies and improve

management in poultry farms.

Keywords: coccidiosis, Eimeria, OPG, fact risk, poultry, Ecuador.
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1. INTRODUCCION

La coccidioisis aviar es una enfermedad parasitaria de gran importancia en
pollos parrilleros (McDonald y Shirley, 2009; Witcombe y Smith, 2014;
Gottardo y col., 2021; Mesa-Pineda y col., 2021; Andreopoulou y col., 2022;
Djemai y col., 2022; EI-Shall y col., 2022).

Las infecciones por Eimeria afectan la capacidad del tracto digestivo y la
funcién intestinal, lo que conduce a un crecimiento y eficiencia alimentaria
insuficientes (Kim y col., 2022). La coccidiosis del pollo parrillero es una
enfermedad extremadamente comun, letal y epidémica (Huang y col.,
2022). Tiene un alto impacto economico y esta presente en la industria
avicola a nivel mundial (Peek, 2010; Kant y col., 2013; Shivaramaiah y col.,
2014; Kumar y col., 2015; Moraes y col., 2015; Cervantes, 2017; Snyder y
col., 2021; Flores y col., 2022).

Varios factores facilitan su desarrollo, entre ellos: ciclo de vida directo,
transmision fecal-oral, presencia de cepas de Eimeria spp. resistentes, falta
de proteccion cruzada entre especies de Eimeria, produccion potencial de
ooquistes (El-shall y col., 2022) determinada por el numero de merogonias
en el ciclo biolégico de cada especie (De Franceschi, 2011), alta densidad
de poblacion en galpones avicolas y condiciones ambientales ideales para
la esporulacion de ooquistes (El-shall y col., 2022).

Se han planteado varias formas de prevencién; sin embargo, la coccidiosis
aviar continua siendo una de las enfermedades mas costosas para la

industria avicola (Mesa-Pineda y col., 2021).
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1.1. Clasificacion taxonémica

Eimeria spp. es agente etioldgico de la enfermedad parasitaria conocida
como Coccidiosis (Dalloul y Lillehoj, 2006; Chengat y col., 2017). Los
primeros reportes de la enfermedad fueron en 1891, cuando Railliet y Lucet
hallaron ooquistes en heces de pollo, denominandolos Coccidium tenellum,
microorganismos que mas tarde fueron designados como ooquistes de
Eimeria tenella (Chapman, 2014).

Los parasitos del género Eimeria spp. son protozoos que pertenecen al
Phylum Apicomplexa (Duszynski y col., 2000; Dalloul y Lillehoj, 2006). Este
phylum incluye muchos agentes causales de enfermedades de interés en
medicina humana y animal; entre ellos: Cryptosporidium spp., Toxoplasma
gondii, Neospora caninum, Theileria spp. y Plasmodium spp. (Beck y col.,
2009). Los parasitos del Phylum Apicomplexa, tienen diferencias
significativas en sus ciclos de vida, transmision y también en los grados de
diversidad genética (Beck y col., 2009).

Eimeria spp. son parasitos intracelulares obligados que invaden la mucosa
intestinal de las aves y otras especies domésticas y silvestres (Duszynski y
col., 1995; Chapman y col., 2010; Clark y col., 2016).

Segun Duszynski y colaboradores (2000), los coccidios reportados que
infectan a galliformes pertenecientes a la familia Phasianidae, agrupan a
las siguientes especies: Eimeria acervulina (Tyzzser, 1929), Eimeria
brunetti (Levine, 1942), Eimeria hagani (Levine, 1938), Eimeria méaxima
(Tyzzer, 1929), Eimeria mitis (Tyzzer, 1929), Eimeria mivati (Edagar y

Seibold, 1964), Eimeria necatrix (Johnson, 1930), Eimeria praecox
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(Johnson, 1930), Eimeria tenella (Railliet y Lucet, 1891), [Isospora
galliformica (Musaev y Alyva, 1963), Isospora gallinae (Scholtyseck 1954),
Isospora gallinarum (Kornienko y Glebezdin, 1964) e Isospora sp. (De Shah
y Joshi, 1965).

Sin embargo, actualmente las especies de Eimeria spp. que afectan a
pollos parrilleros mas frecuentemente son E. acervulina, E. brunetti, E.
maxima, E. mitis, E. necatlrix, E. praecox y E. tenella, las cuales se han
reportado en los seis continentes (Chapman, 2014; Clark y col., 2016). Sin
embargo, Cantacessi y col. (2008), reportaron la existencia de variantes
genéticas, es decir, nuevas unidades taxondmicas operativas, OTY-x,
OTU-y y OTU-z, identificadas en pollos de Australia. Mas tarde fueron
identificadas en otros paises y continentes, por lo que se menciona una
posible diversidad alopatrica de las especies (Clark y col.,, 2016). La
presencia de OTUs ha sido reportada en el hemisferio sur: Australia,
Venezuela, India, Zambia, Uganda, Tanzania, China y Ghana (Venkatas y
Adeleke, 2019). Por otro lado, Blake y colaboradores (2021) sugieren que
estas tres Eimerias cripticas (OTY-x, OTU-y y OTU-z) poseen suficiente
diversidad genética y bioldgica para ser consideradas como nuevas
especies y proponen los nombres: Eimeria nata n. sp., Eimeria nagambie

n. sp. y Eimeria zaria n. sp. respectivamente.

1.2.Ciclo biolégico
La infeccion ocurre cuando el ave ingiere uno o varios ooquistes

esporulados (estado infectivo) del ambiente (Fatoba y Adeleke, 2018).



24

Estos ooquistes contienen cuatro esporocistos con dos esporozoitos cada
uno (McDougald, 1998; Lillehoj y Trout, 2007; Conway y McKenzie, 2008).
Los ooquistes ingeridos por las aves son triturados por la molleja, liberando
los esporocistos, que por accion de la tripsina y bilis se activan, liberando
los esporozoitos. Estos invaden la mucosa del intestino, para convertirse
en trofozoitos en 12 a 48 horas (McDougald, 1998; Lillehoj y Trout, 2007).
Luego ocurre una rapida fision multiple (merogonia), en la que se generan
cientos de células hijas llamadas merozoitos. Estas ingresan a las células
de la mucosa intestinal y crecen, dando la segunda y tercera generacion de
merontes (McDougald, 1998; Conway y McKenzie, 2008). Los merozoitos
producidos por los merontes de segunda y tercera generacion, se
diferencian en formas sexuales llamadas gamontes (gametogonia), siendo
los microgamontes los que forman los microgametocitos masculinos y los
macrogamontes, los que originan los macrogametocitos femeninos. Los
microgametocitos méviles fecundan a los macrogametocitos por singamia,
dando como resultado un huevo o cigoto, que al generar la pared quistica
se llamara ooquiste (Lillehoj y Trout, 1993; Conway y McKenzie, 2008). De
esta forma, miles de ooquistes inmaduros (dependiendo de la especie de
Eimeria) son producidos por cada unidad infectante de coccidia
(McDougald, 1998). Los ooquistes posteriormente son eliminados a través
de las heces al ambiente, donde han demostrado ser muy estables y
ubicuos (Dalloul y Lillehoj, 2006). En condiciones apropiadas, los ooquistes
inmaduros esporulan en las camas avicolas en alrededor de 24 a 72 horas,

mediante 2 divisiones, dando como resultado un ooquiste maduro con 4
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esporocistos en su interior, conteniendo 2 esporozoitos cada uno (Conway
y McKenzie, 2008). El ooquiste es la forma de resistencia e infectante del
parasito y permanece viable por largos periodos (Soulsby, 1987). El ciclo
biolégico se puede observar en la Figura 1.

Por otro lado, si el ave ingiere ooquistes no esporulados, estos han
demostrado ser mas resistentes a la ruptura en la molleja, sobreviven
intactos al paso por el intestino del hospedador, para luego esporular en el

ambiente y transformarse en su forma infectiva (Williams, 1995).

1.3.Importancia de la coccidiosis para la industria avicola

La coccidiosis aviar causa grandes pérdidas econdmicas en la produccion
avicola mundial (Kanty col., 2013; Kumar y col., 2015; Moraes y col., 2015;
Cervantes, 2017). Su presencia conlleva pérdidas por estar relacionada
directamente con deficientes indices de conversion alimenticia,
ocasionando reduccién del incremento de peso, aumento de la mortalidad
e incremento de los costos en prevencion y tratamiento (Peek, 2010).

Se estima que las pérdidas anuales en EEUU sobrepasan el billon de
ddlares; mientras que a nivel mundial se calcula entre 10 (Jenkins, 2019) y
14 billones de ddlares (Campos y col., 2022). Para cuantificar las pérdidas
econdmicas que ocasiona la coccidiosis, se realizan estimaciones
considerando las mermas de produccion, gastos en medidas profilacticas y
terapéuticas (Dalloul y Lillehoj, 2006; Pegg y col., 2016); por lo que la
coccidiosis se ha convertido en uno de los mayores desafios que enfrenta
la industria avicola en el mundo (Kant y col., 2013; Chengat y col., 2017).

En 1984, de acuerdo a la incidencia e importancia en la industria avicola de



26

Centro y Sur América, se reportd la coccidiosis aviar como la cuarta
enfermedad mas relevante (Mitchell, 1984).

Figura 1. Ciclo biolégico de Eimeria spp. modificado de Mesa-Pineda y
colaboradores (2021).
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Sin embargo, en Latinoamérica no se dispone de informacion exacta
(Toledo y col., 2011). En 2019 en Colombia fue catalogada como una de
las diez enfermedades avicolas mas importantes econdmicamente (Avila,
2019). En Ecuador, pocas investigaciones se han realizado sobre la
coccidiosis aviar, hasta la fecha no hay reportes de prevalencia ni pérdidas
economicas en aves domésticas. Por muchos afos ha sido la causa mas
frecuente de bajo rendimiento y productividad en la avicultura y en otros
animales de granja (Chapman y col., 2010). Las aves infectadas presentan
menor capacidad de aprovechamiento del alimento y, por lo tanto, su
crecimiento y produccion se ven afectados, reduciendo drasticamente la
rentabilidad (Dalloul y Lillehoj, 2006). La destruccion de las células del
epitelio intestinal es el principal mecanismo de patogenicidad, que
desencadena un sindrome de malabsorcion, pérdida de peso y descenso
en la calidad de la carne, que derivan en cuantiosas pérdidas econdémicas
(Cunningham y Klein, 2009).

A medida que se incrementa la poblacion, también aumenta el riesgo de
infeccion parasitaria (Chengat y col., 2017). La industrializacién avicola, la
fuerte tendencia a aumentar la densidad de aves en los galpones, asi como
la reduccion del tiempo de vacio sanitario entre lotes, contribuyen al
incremento de la concentracion de ooquistes en las camas y conducen a
un mayor riesgo de infeccion (Barragan, 2006).

Por otro lado, la coccidiosis predispone a los pollos a enfermedades
bacterianas del intestino, particularmente enteritis necrética causada por

Clostridium perfringens, enfermedad que también produce pérdidas
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econdmicas y mortalidad de aves (Jenkins, 2019). Se ha demostrado que
infecciones por E. tenella alteran el equilibrio de la microbiota luminal y la
mucosa en los pollos parrilleros (Campos y col., 2022). Por lo que la
coccidiosis aviar es considerada como el factor predisponente de enteritis
necrotica mas conocido, debido al dafio que causa en las mucosas (Van
Immerseel y col., 2004). Es asi, que la incidencia de enteritis necrética ha
aumentado en paises que dejaron de usar antibidticos promotores del
crecimiento (Van Immerseel y col., 2004). Debido a la creciente demanda
de productos libres de antibiéticos, pollos RWA (Raised without antibiotics),
NAE (no antibiotics ever) y ABF (antibiotics free); y la inminente eliminacién
global del uso de antibiéticos en forma preventiva, es imperativo estudiar
holistica y eficazmente la distribucion y dinamica poblacional de Eimeria
spp. reduciendo asi la amenaza asociada a enteritis necrética (Snyder, y
col., 2021).

Las estrategias de prevencién consistentes en bioseguridad, buenas
practicas de manejo, uso profilactico de anticoccidiales y vacunacién, han
demostrado no ser suficientes en el control de las coccidiosis (Toledo y col.,

2011).

1.4.Coccidiosis en pollo parrillero en Latinoamérica y Ecuador

En Latinoamérica no se dispone de informacion sobre las pérdidas
economicas producidas por coccidiosis, ni el impacto de éstas en los costos
de produccién (Toledo y col., 2011). Asi, en México, estado de Veracruz

(Moreno y Ibarra, 2002), Brasil, estado de Tocantins (Toledo y col., 2011) y
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estado de Bahia (Carvalho y col., 2011)), hay reportes de Eimeria spp. en
el 100% de las granjas comerciales. En el estado de Santa Catarina, la
frecuencia fue 96% (Moraes y col., 2015); y 77.8% en el departamento de
Cochabamba, Bolivia (Carvajal, 2019). En Argentina se reportd
88.4% (McDougald, 1998), en Colombia 92.8% (Mesa y col., 2021). Incluso
en galpones con ambiente controlado de Brasil se ha reportado 87.5% de
prevalencia de Eimeria spp. (Gottardo y col., 2021).

En Ecuador la industria avicola comercial esta constituida por diversos tipos
de sistemas de produccién, que de acuerdo con el nivel tecnoldgico, van
desde artesanales hasta automatizados (Pomboza y col., 2018).

Segun el ultimo Censo Avicola Ecuatoriano ("Censo avicola 2015") la
produccion de aves comerciales alcanzo 28.465.585 aves, alojadas en
1558 granjas comerciales. Esta poblacion avicola se encuentra repartida
en los siguientes tipos de explotacion: pollo parrillero (18.850.808 de aves
en 1223 granjas avicolas), gallina de postura (7.940.606 aves en 284
granjas de postura comercial) y aves reproductoras (1.673.300 aves en 51
granjas avicolas).

En Ecuador no existen registros de prevalencia de coccidios en aves de
corral, pero hay reportes de presencia en 100% de las granjas comerciales
de Pichincha (Garcés-Gudifo y col., 2018). Por otro lado, se identifico en el
matadero que 5% de las aves presentaba lesiones de coccidiosis (Villareal,
2010). También en las Galapagos se hallaron pollos parrilleros con lesiones
de E. acervulina y E. tenella, siendo el primer reporte que evidencia la

exposicion a Eimeria spp. en la region insular (Whitehead y col., 2018).
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Lo antedicho marca la necesidad de realizar un estudio detallado sobre la
presencia de las distintas especies de Eimeria spp. en la region y su

asociacion con los factores de riesgo que determinan su presencia.

1.5.Patologia

El grado de infecciéon y los signos clinicos de la coccidiosis estan
influenciados por multiples factores, que incluyen la especie de Eimeria, la
dosis infectiva, la relacion hospedador-parasito y las condiciones
ambientales del sitio de crianza (Mesa-Pineda y col., 2021).

Las especies de Eimeria presentan diferentes niveles de patogenicidad que
van de moderada a severa (Conway y Mckenzie, 2007; Tewari y Maharana,
2011). Algunas especies pueden causar pérdida de liquidos y disminucién
en la absorcion de nutrientes (E. acervulina y E. mitis), inflamacion de la
pared intestinal con petequias y dafio epitelial (E. brunettiy E. maxima), o
destruccion completa de las vellosidades, produciendo hemorragias y
muerte (E. necatrix y E. tenella). Cada especie causa signos reconocibles,
diferentes, e independientes de las otras especies (Joyner y Long, 1974;
Chapman, 2014) (ver Tabla 1).

La gravedad de la coccidiosis esta relacionada con la cantidad de ooquistes
ingeridos, porque el ciclo de vida de estos parasitos es autolimitado
(McDonald y Shirley, 2009; Chapman y col., 2013). Por lo tanto, la
severidad de la enfermedad depende inicialmente de dos aspectos, la
especie infectiva y la carga parasitaria del inéculo (Kant y col., 2013).

Witcombe y Smith (2014) sefialan que en condiciones naturales (dosis
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bajas de ooquistes), se daria un equilibrio inofensivo entre el parasito y el
hospedador. Sin embargo, en condiciones intensivas de alojamiento, el
grado de reinfeccion es elevado.

Se han reportado dos tipos de infeccion: coccidiosis clinica y subclinica. En
la forma clinica, las aves presentan signos tipicos de la enfermedad, como
son: heces sanguinolentas, incremento de la mortalidad y bajo rendimiento
del lote, ademas de lesiones macroscépicas y microscopicas a lo largo de
los intestinos, localizadas segun el tipo de especie (Cervantes, 2013). En
el pasado han causado una morbilidad y mortalidad sustanciales en
criaderos de pollos parrilleros (Chapman, 2009). Esta presentacién ya no
es comun, debido a las exhaustivas medidas de prevencidn, que incluyen

las buenas practicas de manejo y bioseguridad (Kant y col., 2013).

Tabla 1. Lesiones y patogenicidad de las especies de Eimeria spp. en pollos

parrilleros
Especie Localizacion Lesién Patogenicidad
E. Duodeno, Numerosos parches blanquecinos, ++
acervulina yeyuno ovalados o alargados, en la mitad

anterior del intestino delgado,
facilmente distinguibles en el
examen macroscopico.

E. brunetti lledn, recto, Mucosa palida e interrumpida, pero +++
ciegoy carente de focos discretos, puede
cloaca estar engrosada. En infecciones

graves, necrosis coagulativa vy
desprendimiento de la mucosa a lo
largo de gran parte del intestino

delgado.
E. Duodeno, Dilatacion y engrosamiento de la ++
maxima yeyuno e pared; hemorragia  petequial;
iledn viscosidad rojiza, anaranjada o

rosada, exudado mucoso y liquido.



32

E. mitis Duodeno, Lesiones indistintas, pero puede +
yeyuno parecerse a infecciones moderadas
de E brunetti.

E. mivati  Duodeno, Lesiones similares a E. acervulina. +
yeyuno
E. Yeyuno, Pequefias manchas  blancas, +++
necatrix ciegos. generalmente entremezcladas con
Intestino manchas redondeadas, brillantes o
delgado, de color rojo opaco de varios
parte media tamanos, se puede ver en la
y anterior. superficie serosa.
E. Duodeno, Disminucion de la tasa de +
praecox yeyuno crecimiento. Contenido intestinal
acuoso.
E. tenella Ciegos Acumulacion de sangre en los +++
ciegos.

+++ Patogenicidad alta, ++Patogenicidad media, + Patogenicidad baja
Modificado de (Gerhold, 2023).

El control de la coccidiosis clinica en avicultura, consiste en una
combinacion de mejoras en el manejo, uso profilactico de drogas
anticoccidiales en el alimento, y/o el uso de vacunas anticoccidiales. Sin
embargo, estas infecciones no se han erradicado de las producciones
comerciales, donde pueden generarse pérdidas econémicas (Chapman y
col., 2013).

La coccidiosis subclinica es mas comun vy dificil de diagnosticar, ya que las
aves no presentan signos, soélo se confirma por la presencia de lesiones
intestinales en las necropsias y por la presencia de ooquistes de Eimeria
spp. en las heces, lo que hace que esta grave enfermedad pase
desapercibida por los avicultores (Barragan, 2006; Dalloul y Lillehoj, 2006;
Cervantes, 2017). El problema mas significativo de la coccidiosis subclinica

son las pérdidas econdmicas, que representan casi las tres cuartas partes
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del total estimado (El-shall y col., 2022). La presencia de Eimeria en aves
causa reducciones drasticas en el rendimiento, afecta el estado general de
salud de las aves e induce la mortalidad (Shivaramaiah y col., 2014).
Ademas, esta forma de presentacion (coccidiosis subclinica), afecta
negativamente la digestibilidad y utilizacién de aminoacidos como cisteina,
arginina, metionina, alanina, tirosina y treonina (Kim y col., 2022).

Por otro lado, a medida que la industria avicola se aleja del uso de
antibioticos, se requiere una mejor comprension de la microbiota para
desarrollar otras soluciones, como probidticos, prebidticos y suplementos

nutricionales (Campos y col., 2022).

1.6.Diagnéstico

1.6.1. Diagnoéstico convencional

El diagnostico convencional de coccidiosis aviar se basa en lesiones
patologicas macroscopicas y microscopia de ooquistes en las heces.
Debido a la especificidad del sitio de la invasion, el diagndstico sigue
dependiendo de la necropsia y la presencia de lesiones en diferentes areas
del intestino (Chapman y col., 2013). Estas lesiones fueron descriptas,
estandarizadas y categorizadas en las distintas especies de Eimeria, para
determinar el nivel de patogenicidad (Johnson y Reid, 1970).

Este diagndstico puede ser corroborado por el analisis microscopico de la
forma y el tamano de los ooquistes en las heces de las aves infectadas
(Chapman y col., 2013). También se puede usar la técnica de raspado

seriado de la mucosa intestinal (De Franceschi, 2011).
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El diagndstico a través de necropsias debe ser rutinario, ya que contribuye
a conocer si la coccidiosis es la unica enfermedad presente. En ese caso,
se debe revisar todo el intestino; la observacion de lesiones sera dividiendo
el intestino en tres partes: intestino anterior, medio y posterior, y
adicionalmente los ciegos (Conway y Mckenzie, 2007).

La identificacion final de una determinada especie de Eimeria basada en
criterios morfoloégicos y patologicos, requiere personal altamente
capacitado, ya que ciertas caracteristicas de Eimeria pueden ser
confundidas (Chapman y col., 2013). Por otro lado, en condiciones de
campo, la coccidiosis esta relacionada con la presencia de varias especies

de Eimeria (Hauck y col., 2019; Mesa-Pineda y col., 2021).

1.6.2. Diagnéstico molecular

Las herramientas moleculares son adecuadas para estimar con precision
la prevalencia de Eimeria spp. (Matsubayashi y col., 2020), ya que ofrecen
una mejor sensibilidad y especificidad diagnéstica en muchos casos (Mesa-
Pineda y col., 2021). Se han desarrollado técnicas, principalmente PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa), para superar las limitaciones del
examen morfolégico (Chapman, 2014). La identificacion molecular de las
Eimeria que afectan animales de produccion se ha utilizado durante mas
de 20 anos (Tang y col., 2018).

El uso de PCR multiplex, que combina cebadores para cada especie en
una sola reaccion (Moraes y col., 2015), asi como el uso de las secuencias

ITS-1 y -2 (Internal transcribed spacer), han permitido el diagndstico y
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analisis de la variacion genética de Eimeria spp. (Peek, 2010). La region
ITS es ampliamente utilizada en filogenia molecular y taxonomia (You,
2014).

Otras técnicas moleculares que han sido utilizadas para la identificacién de
las especies de Eimeria, son fragmentos ADN polimdérficos amplificados al
azar, RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA) (Tang y col., 2018);
marcadores moleculares de region amplificada SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region) (Shirley y Bumstead, 1994; Shu-San y
col., 2019) y amplificacion isotérmica mediada por LOOP, LAMP (Barkway
y col., 2015).

La secuenciacion de amplicones de proxima generacion (NGS) puede ser
una herramienta util para determinar las especies de Eimeria circulantes y
su abundancia relativa de manera precisa (Hauck y col., 2019). También se
ha descripto el uso de un ortélogo de copia unica (SCO 5995) para estimar
la abundancia relativa de cada especie de Eimeria en infecciones naturales
(Jenkins y col., 2022).

El diagnéstico molecular contribuira al manejo de la enfermedad en granjas
avicolas, monitoreo de pureza de las lineas vacunales y la toma de
decisiones sobre el uso de anticoccidiales o vacunas (Chapman y col.,

2013).

1.7.Prevencién y control
La prevencion o profilaxis en la coccidiosis aviar ha tenido un profundo

impacto en la industria avicola moderna. Chapman (2009) considera que
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sin las drogas anticoccidiales usadas profilacticamente, no hubiese sido
posible el desarrollo actual de la industria avicola mundial. Sin embargo, la
elevada prevalencia de coccidiosis, aun usando medidas profilacticas,
muestra que los actuales programas de manejo han sido insuficientes para
controlar esta enfermedad (Gyoérke y col., 2013; Veen y col.,, 2016).
Evidentemente, las actuales estrategias sanitarias de crianza presentan
fisuras que permiten la propagacion de estos patégenos entre las aves
(Toledo y col., 2011; Gyérke y col., 2016).

Es importante evaluar los sistemas de prevencion de la coccidiosis, conocer
la dinamica de Eimeria spp. (Haug y col., 2008; Jenkins y col., 2017), la
carga parasitaria y composicion de especies en cada establecimiento,
previo a la aplicacion de programas anticoccidiales y vacunacion (Jenkins

y col., 2017).

1.7.1. Anticoccidiales

Desde la década de 1940, los medicamentos anticoccidiales se han
utilizado en la industria avicola para controlar la coccidiosis (Chapman,
2014). En la década de 1960 el uso profilactico de drogas para el control
de la enfermedad clinica ha sido considerado un pilar fundamental en la
industrializacion de la crianza de aves (Chapman, 2009). En las ultimas
décadas, el uso de anticoccidiales en el alimento ha sido predominante,
confiable y econdémico, en la prevencién de la enfermedad en aves a nivel
mundial (Chapman y col., 2013; Shivaramaiah y col., 2014).

En Ecuador se dispone de una amplia lista de posibilidades para el control
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de la coccidiosis. Entre ellas, arsenicales (Roxarsona y nitarsona),
quinolonas (bucoquinato, decoquinato y nequinato), piridinoles (clopidol —
meticlorpindol, clopindol), derivados pirimidicos (amprolio y diaveridina),
benzamidas (zoaleno, aklomida, nitromida), iondforos monovalentes
(monensina, maduramicina, narasina, salinomicina y senduramicina),
ionéforos divalentes (lasalocida—lasalocid), derivados de la guanidina
(robenidina), carbanilidas (nicarbazina e imidocarb), bencilpurinas
(arprinocida), quinazolinas (halofuginona), triazinas (clazuril, diclazuril,
toltrazuril, triazenetriona y etopabato) (Agrocalidad, 2020a). Los farmacos
autorizados para la adicion en alimentos balanceados de aves como
tratamientos preventivos o terapéuticos son: amprolio, clopidol,
decoquinato, diclazuril, etopabato, lasalocid, narasina, nequinato,
nicarbazina, ormetoprim, robenidina, semduramicina, sulfadimetoxina y
sulfaquinoxalina (Agrocalidad, 2020b).

Sin embargo, la resistencia a los medicamentos anticoccidiales es un
problema en la industria de los pollos parrilleros (Witcombe y Smith, 2014;
Mark Jenkins, 2019; Snydery col., 2021b). El uso generalizado de farmacos
ha exacerbado la resistencia de Eimeria a los anticoccidiales (Yu y col.,
2021). Recientes investigaciones mostraron que EtGAPDH (expresion de
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de E. tenella) posee varias
funciones, que pueden estar involucradas en el desarrollo de la resistencia
de E. tenella a estas moléculas (Huang y col., 2022). Asi también,
la EtASNA1(ATPasa ASNA1 homodloga de E. tenella) fue relacionada con

mecanismos de resistencia, proceso que requiere mayor investigacion (Yu
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y col., 2021).

Por otro lado, la demanda publica de productos libres de residuos
(Witcombe y Smith, 2014; Jenkins, 2019), ha llevado a que los avicultores
busquen otros métodos de control, como la vacunacién, que esta ganando
importancia (Shivaramaiah y col., 2014). Aunque se ha observado que los
conteos de ooquistes cuando las aves reciben anticoccidiales en el
alimento, son menores comparados con lotes vacunados (Carrisosa y col.,
2022). A campo, se siguen usando anticoccidiales ionoforos, debido a su
eficacia y la posibilidad de adquirir inmunidad que representan (Chapman,

2009).

1.7.2. Vacunas

El uso comercial de vacunas anticoccidiales data de 1952 (Chapman,
2014). Las vacunas de ooquistes vivos o vivos atenuados se han
incrementado (Shirley y col., 2007; Witcombe y Smith, 2014). Alrededor del
35% de las parvadas de pollos de engorde en EEUU reciben una vacuna
anticoccidial (Carrisosa y col., 2022).

Las vacunas anticoccidiales vivas tradicionales estan limitadas por su bajo
indice reproductivo y su alto costo de produccion (Pastor-Fernandez y col.,
2019). Se han reportado inconvenientes, como la tendencia de algunas
Eimeria a evitar la inmunidad, alterando su capa superficial para impedir la
destruccion por parte del hospedador (Jenkins, 2019). Ademas, algunos
productores relacionan el uso de vacuna anticoccidial con la proliferacién

de Clostridium (Williams, 2002). Al no existir inmunidad cruzada, la vacuna
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debe estar compuesta por todas las especies para ser efectiva (Cervantes,
2017).

Las vacunas anticoccidiales no mejoran los parametros productivos, en
algunos casos la conversion alimenticia ha mostrado ser peor comparada
con el uso de anticoccidiales (Williams, 2002). Sin embargo, en algunos
estudios se ha evidenciado una parcial restauracion de sensibilidad a
drogas posterior al uso de vacunas anticoccidiales (Chapman y col., 2013).
Se estan investigando estrategias de vacunacion con subunidades,
vectores vivos o ADN (Shirley y col., 2007), vacunas recombinantes y
epitopos potenciales (Shivaramaiah y col., 2014), generacién de lineas de
parasitos transgénicos que funcionen como vectores de vacunas para
administrar y expresar antigenos heterélogos (Pastor-Fernandez y col.,
2019). También se estudia el desarrollo de un inmunégeno que provea de
anticuerpos maternos; esto sugiere una medida econdmica para prevenir
la coccidiosis en pollitos recién nacidos (Witcombe y Smith, 2014). Todas

estas propuestas han mostrado prometedores resultados.

1.7.3. Alternativas naturales

Varios componentes del alimento parecen afectar a Eimeria spp., ya sea
directamente, disminuyendo el desarrollo y multiplicacion del coccidio
(acidos grasos omega-3, B-glucanos, vitamina E, selenio y bicarbonato de
sodio); o indirectamente, estimulando el sistema inmunolégico, influyendo
en la flora intestinal y la mucosa, o cambiando la fisiologia del tracto

digestivo (proteinas, vitamina A, C y K) (Peek, 2010). Ademas, se han
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propuesto alternativas que incluyen prebidticos, probioticos, aceites
esenciales, acidos organicos, antioxidantes y nanobidticos (nanoparticulas
vegetales que se han utilizado como agentes antibacterianos) (Chapman y
col., 2013). También se ha experimentado con extractos de hongos, hierbas
y moduladores de la respuesta inmunitaria, ofertados como suplementos
dietéticos (Quiroz-Castafieda y Dantan-Gonzalez, 2015). Sin embargo, en
algunos estudios los resultados obtenidos son discordantes, lo que delata
la necesidad de seguir investigando el potencial de estas estrategias

alternativas de control (Mesa-Pineda y col., 2021).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipétesis

Los pollos parrilleros comerciales de las granjas avicolas de las
provincias de Pichincha y Santo Domingo de los Tsachilas de
Ecuador, con o sin uso de drogas anticoccidiales en el alimento, se
encuentran infectados por Eimeria spp., por lo tanto, presentan
coccidiosis subclinica.

Se pueden identificar al menos cinco especies de Eimeria spp., E.
acervulina, E. maxima, E. necatrix, E. tenella y E. brunetti en las
granjas avicolas comerciales de Ecuador.

Las aves que recibieron vacunas vivas de Eimeria spp. presentan en
sus heces especies diferentes a las vacunales.

Las granjas avicolas que realizan un vacio sanitario mas largo entre

lote y lote presentan menor carga parasitaria.
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2.2.Objetivo general
e Estudiar la presencia de Eimeria spp. en granjas avicolas
comerciales de las provincias de Pichincha y Santo Domingo de los

Tsachilas, Ecuador, evaluando los factores de riesgo de infeccion.

2.3.Objetivos especificos

¢ Identificar las diferentes especies de Eimeria spp. que infectan a
pollos parrilleros.

e Determinar la carga parasitaria de las diferentes especies de Eimeria
spp. que infectan a las aves de cria.

e Registrar posibles factores de riesgo de infeccion y relacionarlos con
la carga parasitaria y la prevalencia de especies de Eimeria spp.

e Determinar si las especies de Eimeria spp. halladas a campo y en

las vacunas vivas son las mismas.



43

3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Area de estudio

La coccidiosis se presenta con mayor frecuencia en aves jévenes, por lo
cual el estudio se realiz6 en pollos parrilleros. Segun el censo antes
mencionado, la provincia con mayor poblacién de pollos parrilleros es
Pichincha (territorio que actualmente ocupan las provincias de Pichincha y
Santo Domingo de los Tsachilas), con 7.694.050 pollos parrilleros (27.10%
de capacidad avicola nacional), en 246 granjas, razén por la cual, la

investigacion se realizé en estas dos provincias (ver Figura 2).

Figura 2. Mapa de Ecuador. Area relevada: Provincias: Pichincha y Santo
Domingo de los Tsachilas.
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3.2. Tamano muestral

El disefio del estudio fue transversal descriptivo. La unidad experimental,
unidad epidemiolégica (OIE, 2005), consisti6 en la muestra de heces
frescas tomada de las granjas avicolas.

El céalculo del tamafio de muestra se realizd6 en base a la formula de
poblacion finita, con un IC del 95%, un error del 5% (0.05) y una poblacion

de 246 granjas comerciales de pollos parrilleros.

e2

n=  (1.96)2*0.5*0.5
(0.05)2

n= 151 granjas
Donde
n = tamano de la muestra
Z= nivel de confianza (correspondiente a la tabla de valores Z)
p = porcentaje de la poblacion que tiene el atributo deseado
g = porcentaje de la poblacidon que no tiene el atributo deseado
e = error de estimacion del maximo aceptado
Las 151 granjas calculadas como muestra fueron seleccionadas a través
de un muestreo no probabilistico. Las granjas que formaron parte del
estudio fueron aquellas que aceptaron participar, por lo tanto, el numero
ascendio a 155 granjas.
Agrocalidad (agencia encargada del control y regulacion para la protecciéon

y el mejoramiento de la sanidad animal, sanidad vegetal e inocuidad
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alimentaria de Ecuador), compartio parte de la base de datos de
productores de pollos parrilleros de las provincias de Pichincha y Sto.
Domingo de los Tsachilas, con lo cual pudimos establecer las zonas de
mayor produccion de pollos parrilleros. Ademas, participamos en
capacitaciones avicolas en la zona, donde expusimos el proyecto de
investigacion a realizar. Por ultimo, contactamos con las principales
empresas productoras de pollos parrilleros de la region, presentando el
proyecto en reuniones privadas y disipando dudas.

La fase de muestreo se realizd6 de junio 2019 a agosto del 2020,
coincidiendo con la pandemia COVID 19. Pese a que las muestras se
mantuvieron a -20°C, se presentaron dificultades con la extraccion de ADN,
por lo que se decidid realizar un segundo muestreo. Varias granjas no
aceptaron participar de ese muestreo, obligandonos a buscar alternativas
como: 1) Recuperar las muestras conservadas a -20°C a través de la
concentracion de ooquistes (centrifugacién) y 2) Buscar otras granjas, que
acepten participar del proyecto. De esta manera, la cantidad de granjas
avicolas muestreadas ascendio a 155, pero en cuatro de ellas se realizé un
segundo muestreo a los seis y siete meses del primero, y también se logro
recuperar la muestra inicial. Por ese motivo, la cantidad total de muestras

analizadas fue 159.

3.3.0Obtencion de la muestra
En cada granja se selecciond un galpén que, de acuerdo al criterio del

encargado, presentaba sospecha de infeccion, menores parametros
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productivos y/o camas mas humedas. Ante la falta de estos criterios, la

seleccioén fue al azar (ver Figura 3).

Figura 3. Galpdn avicola (A). Toma de muestras (B). Pollos parrilleros (C).
Heces frescas (D).

El dia de la toma de muestras se realizé una encuesta epidemioldgica al
encargado del lugar (Anexo 1), para posteriormente determinar los factores
de riesgo.

Para la recoleccion y transporte de las muestras, se utilizaron envases

desechables estériles (60 ml de capacidad). Se uso6 el método descripto por
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Kumar y colaboradores (2014). Para ello se traz6 una W imaginaria a lo
largo de cada galpdn, se recorrio dicho trayecto recolectando muestras de
heces frescas cada dos a cinco pasos (aproximadamente 1 gr por toma),
hasta alcanzar las tres cuartas partes del envase. Se registré la hora de
muestreo y el numero de heces recolectadas.

Las muestras se rotularon y transportaron en refrigeracion al Laboratorio
de Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

Universidad Central de Ecuador (Figura 4).

Figura 4. Laboratorio de Parasitologia del Instituto de Investigaciéon en Salud
Publica y Zoonosis de la Universidad Central del Ecuador.

En el laboratorio se asign6 un cddigo numérico a cada granja muestreada.
El contenido de cada envase se homogenizé y a partir de este pool se
aplicaron las técnicas de flotacion de Willis, recuento de ooquistes con

camara de Mac. Master, identificacion de especies por esporulacion vy
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diagndstico molecular por PCR. Previo a la pandemia COVID 19, para las
tres primeras técnicas, las muestras se conservaron a 4°C hasta su
procesamiento (entre 24 y 48 horas). Por las limitaciones acaecidas durante
la pandemia, se pudieron realizar la técnica de flotaciéon de Willis y el
recuento de ooquistes por Mac. Master, pero no se pudo concretar la

esporulacion. Para la PCR, un pool de cada muestra se conservé a -20 °C.

3.4. Analisis de laboratorio: Técnicas cuali-cuantitativas

3.4.1. Técnicas cualitativas: Flotacion de Willis

Se trituraron en mortero 5 a 10 gr de materia fecal con 50 ml de solucién
salina de cloruro de sodio (&: 1200). Se filtr6 por triple capa de gasa, se
recogidé el liquido en un tubo de ensayo y se completé hasta formar un
menisco en el borde superior. Luego se colocd un cubreobjetos sobre el
menisco y se dejé reposar 20 minutos. Se retir6 con cuidado el
cubreobjetos y se colocé sobre un portaobjetos, para observar al
microscopio Optico (Marca Zeiss modelo Axiostar Plus) en 100 y 400

aumentos (ver Figura 5),
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Figura 5. Filtrado en triple gasa (A). Flotacion de Willis (B). Observacion
microscopica (C).

3.4.2. Identificacion de ooquistes de Eimeria spp. por esporulacion.

Antes de la pandemia COVID 19, las muestras obtenidas se sometieron a
esporulacion, para lo cual una parte de las heces fue suspendida en
solucién de dicromato de potasio (K2Cr207) 2.5% en placa de Petri y se
mantuvo en estufa durante 72 horas a 29°C (ver Figura 6). Alas 48y 72
horas posteriores a la incubacion se revisaron microscopicamente tres
preparados por muestra, con el fin de verificar si los ooquistes habian
esporulado; en caso necesario se ainadid mas solucion. Pasado ese tiempo,
las placas se retiraron de la estufa, se colectd todo el material de cada una,
se suspendio en agua destilada y se centrifugo durante 5 minutos a 1500
rpm. Se descartd el sobrenadante y el sedimento se resuspendié con 2 ml
de agua destilada. Se homogenizd, se colocé entre porta y cubreobjetos y

se observo al microscopio, usando un microscopio optico Leica DM 500 con
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camara y opcion de visualizacién a través de PC, para realizar mediciones

mas precisas y capturar imagenes (ver Figura 7).

Figura 6. Incubacion de heces con dicromato de potasio 2.5%

Durante el tiempo de incubacion se determinaron dos inconvenientes: 1)
Reduccién importante en la cantidad de ooquistes: Se pudo notar, pero no
cuantificar, una disminucion en la concentracion de ooquistes esporulados,
en comparacion con la cantidad inicial. Es probable que las condiciones del
laboratorio no hayan sido optimas para la esporulacion de los ooquistes y

2) La fase de muestreo coincidio con la pandemia COVID 19 que obligé al
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confinamiento, cierre de instituciones, entre ellas los laboratorios, por lo que
sélo las muestras iniciales fueron utilizadas en esta técnica (11,3%). Una
vez iniciada la pandemia, el tiempo de permanencia en el laboratorio fue
limitado, y las muestras se conservaron a -20°C por varios meses,
temperatura que inactivo los ooquistes.

Se observo la morfologia y tamano de los ooquistes esporulados para
comparar con la tabla publicada por Conway (2008) y determinar las

especies.

3.4.3. Técnicas cuantitativas: Mac Master modificada

Para el conteo de ooquistes por gramo de heces se utilizd la técnica de
Mac. Master modificada (Conway y McKenzie, 2008). Por cada pool, se
pesaron 3 gr de heces en balanza digital, luego se homogeniz6 en mortero,
se afiadio solucion de NaCl (6: 1200), hasta llegar a un volumen de 60 ml
y se homogenizé. El macerado se filtré con triple capa de gasa. Con pipeta
Pasteur se extrajo parte de la mezcla y se colocé en las celdas de la camara
de Mac Master. A los 3 minutos, se observd con objetivo de 10 x para el

conteo de ooquistes (ver Figura 8).

Para el calculo del OPG, se uso el siguiente razonamiento:
60 ml de solucion ................ 3 gr heces
2 mlde solucion .................. 2x3/60=0,1grde heces

Luego, por regla de 3 simple, se calculé el OPG.
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Figura 8. Llenado de la camara de Mac Master (A). Observacion microscopica
(100x) (B).

g
&
&

3.4.4. Biologia Molecular
3.4.4.1. Extraccion de ADN de muestras fecales de pollos

Para la extraccion de ADN se usaron heces conservadas a -20°C. La
extraccion del ADN de los ooquistes sin esporular se dificulté con el método
inicialmente propuesto, hecho comprobado cuando al realizar la PCR por
especie para el Gen 18S a muestras positivas por microscopia, dieron

negativo.

Se probaron seis métodos de extraccion de ADN, que mas adelante se
detallan, con el objeto de obtener ADN integro, en cantidad y altamente

puro.

Inicialmente se buscaron cepas ATCC de Eimeria spp., sin resultados en el
mercado nacional e internacional, por lo cual se optd por usar ADN extraido
a partir de vacunas comerciales contra coccidiosis para la estandarizacion

del control positivo.



53

3.4.4.2. Vacunas usadas como control positivo

Ante la falta de un control positivo, se utilizaron vacunas anticoccidiales de

laboratorios confiables. Las vacunas usadas como control positivo en las

diferentes fases de la investigacion fueron:

1)

2)

Vacuna viva COCCI PLAT R, producida por La Plata Lab, Argentina,
que de acuerdo con el fabricante contiene ooquistes esporulados de
E. maxima, E. tenella E. acervulina, E. necatrix y E. brunetti. Esta
vacuna fue donada por La Plata Lab., Argentina, laboratorio
elaborador.

Vacuna viva FORTEGRA, producida por el laboratorio MSD Salud
Animal en México. El folleto adjunto al producto indica que contiene
ooquistes esporulados de E. acervulina, E. maxima, E. maxima MFP,
E mivatiy E. tenella. Este insumo fue provisto por Integracion ORO,
Ecuador.

Vacuna viva COCCIVAC D2, producida por MSD Animal Health
fabricada en EE. UU. Segun el fabricante contiene ooquistes
esporulados de E. acervulina, E. maxima, E mivati. E. brunetti, E.
necatrix y E. tenella. Fue donada por MSD Salud Animal Panama,
luego de gestionar los correspondientes permisos en Agrocalidad,

debido a que el producto no posee registro en Ecuador.

Definir el mejor método de extraccion de ADN, como la estandarizacion

de la PCR por especie, fue un proceso que tomo tiempo, y que agoto la
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vacuna inicial. Por otra parte, la ausencia de algunas de las especies de
Eimeria en las diferentes vacunas anticoccidiales, nos obligd a usar

distintas vacunas como control positivo.

3.4.4.3. Métodos de extraccion de ADN utilizados

Por los problemas antes mencionados (heces conservadas a -20°C con
ooquistes no esporulados), se probaron seis métodos de extracciéon de
ADN, utilizando las muestras que presentaron mayor carga parasitaria, por
lo tanto, la validacion del método de extraccion se realizo con las muestras

102 y 150. Los diferentes métodos de extraccion de ADN usados fueron:

3.4.4.3.1. Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico (pH-CIA) tomado y

modificado de Surzycki, 2000

Se colocdé 1 gr de heces frescas en 1 ml de buffer de hidratacion (tris-HCI
110mM pH 8,6; EDTA 50 mM pH 8; NaCl 100 mM; SDS 0.5%; 200 mM de

sacarosa). La suspensién se incubé toda la noche a temperatura ambiente.

Se centrifugd 10 minutos a 12000 g, se elimind el sobrenadante y se
afiadieron 50 pl de Buffer TE. Seguidamente se afiadieron 30 pl de SDS
10% y 30 pl de proteinasa K (20mg/ml), se homogenizé en vértex y se
incubo toda la noche a 56° C con 1300 rpm de agitacion.

Se afiadieron 100 pl de NaCl 3M y se homogenizé. Luego se agregaron 80
pl de CTAB/NaCI precalentado y se homogenizé en vortex. La solucion se
incubd por 10 minutos a 65° C y se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Inmediatamente, se realizaron 3 extracciones de proteinas con igual
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volumen de fenol, fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), con sus
respectivas centrifugaciones a 10000 g por 5 minutos a 4°C. Se transfirio el
sobrenadante (fase acuosa) a un tubo de 1.5 ml sin tomar la interfase.

El ADN se precipitd con 2 volumenes de etanol absoluto y 0,1 volumen de
acetato de sodio 3 M pH 5,3; durante 30 minutos a -20°C. El precipitado de
ADN genodmico que se obtuvo por centrifugacion a 10.000 g durante 20
minutos se lavé dos veces con etanol 70% y se secd a temperatura
ambiente, realizando este lavado en 2 ocasiones. Se desechd el
sobrenadante y se dejo secar el pellet a 37°C en el termomixer por 1 hora.
Finalmente, el pellet se resuspendié en 50 ml de tampédn tris-EDTA (TE)
(tris-HCI 1 mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0) y se dejo reposar por 10 minutos

a temperatura ambiente. El ADN obtenido se conservé a -20 °C.

3.4.4.3.2. CTAB modificado de Oklander y col., 2004

Se mezclaron 500 mg de heces previamente hidratadas en 1 ml de PBS
1X. La suspension se mezclé con 1 ml de buffer de lisis (CTAB 2%, TrisHCL
100 mM, EDTA 20 mM, NaCl 1.4 M; pH 7.5) y 10l de proteinasa K. Luego
se incubd a 60°C por 2 horas y a 95°C por 15 minutos. En seguida se
centrifugd a 7.825 g por 10 minutos y se coloco el sobrenadante en un
nuevo tubo de 2 ml. Se modifico la primer extraccidén organica y purificacion
del ADN; se colocaron 700 ul de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) a la
solucion y se homogenizé por 30 minutos. Se colocé el sobrenadante en

un nuevo tubo de 2 ml, se adicioné 100 pl de buffer de lisis (CTAB 10%,
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NaCl 0.5M, pH 5.5) y se incub6 a 60°C por 30 minutos. Adicionalmente se
colocaron 5 ul de RNasa y se incubo a 37°C por 1 hora.

Se modificd la segunda extraccion organica y purificacion del ADN,
colocando 700 ul de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) a la solucién y se
homogenizé por 30 minutos.

Finalmente se modificé la concentracién de ADN de la siguiente manera:
se precipité con 1 ml de etanol absoluto frio por 12 horas, se realizé un
lavado con 500 pl de etanol al 70% y se resuspendio el pellet de ADN en
50 ul de TE (pH 8) a 67°C por 30 minutos. EI ADN obtenido se conservo a

-20°C.

3.4.4.3.3. Extraccion de ADN de ooquistes lisados

Para extraccion de ADN de ooquistes, cada muestra se limpié con solucion
de hipoclorito de sodio (5-6% de cloro activo) durante 10 minutos, lavando
3 veces con agua desionizada y resuspendida en tampdn de extraccidon
(Tris — HCI 10 mM, pH 8.0; 50 mM EDTA, pH 8). Los ooquistes y
esporocistos fueron completamente lisados, el lisado fue centrifugado a
14000 g durante 10 minutos para eliminar los desechos y digerido con
ARNasa sin ADNsa (20 mg/ml) a 37°C durante 1 hora. Una digestion
adicional con proteinasa K (100 mg/ml) y SDS (0.5%) se realizé a 50°C por
2 horas. Luego se extrajo el ADN una vez con 1 volumen de fenol, fenol /
cloroformo y cloroformo, y precipitado con etanol y acetato de amonio. El
sedimento se lavo con etanol 70% y resuspendié en TE (10 mM Tris — HCI,

pH 8.0; EDTA 1 mM, pH 8.0). EI ADN obtenido se conservé a -20°C.
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3.4.4.3.4. QlAamp DNA Stool Mini Kit

Protocolo de aislamiento de ADN de heces para deteccion de patdgenos.
Se transfirieron entre 180-220 mg de heces a un tubo de microcentrifuga
de 2 ml. Posteriormente se agregé 1ml del buffer InhibitEX, se homogenizé
en vortex por 1minuto, se llevéd a incubacion a 95°C por 10 minutos y se
homogenizo6 en vortex por 15 segundos. Luego se centrifugé a 15.337 g por
1 minuto.

Posteriormente, en tubo aparte se incorporaron 200 ul del sobrenadante, 1
15 ul de proteinasa K, y 200 pl del Buffer AL. La mezcla se homogenizo en
vortex por 15 segundos, y se incubd a 70°C por 10 minutos (sin
homogenizar); se agregaron 200 ul de etanol 96% y se homogenizé la
muestra. Se tomaron 600 ul del homogenizado, se colocaron en un
“QlAamp spin column” y centrifugd a 15.337 g por 1 minuto.

La columna de “QlAamp spin column” se colocd en un tubo nuevo de 2 ml,
dentro de la columna se agregaron 500 ul de Buffer AW1 y se centrifugd a
15.337 g por 1 minuto; luego dicha columna se colocé en un tubo nuevo de
2 ml y se agrego 500 pl de Buffer AW2 y se centrifugd a 15.337 g por 3
minutos. Por ultimo, la columna “QlAamp spin column” se colocd en un tubo
nuevo de 2 ml y se centrifugé a 15.337 g por 3 minutos.

Posteriormente, la columna de “QlAamp spin column” se colocd en un tubo
nuevo de 1.5 ml, dentro de la columna se agregaron 80 pl de Buffer ATE,
se dejo reposar por 1 minuto y se centrifugé a 15.337 g por 1 minuto. Se

descarto la columna y el ADN obtenido se conservé a -20°C.
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3.4.4.3.5. QlAamp DNA Stool Mini Kit modificado

Se colocd 1 gr de heces frescas en crisol con mortero, se agregé nitrégeno
liguido. Una vez que la muestra fue homogeneizada de forma manual en
nitrégeno liquido, se coloco el polvo en un tubo de microcentrifuga de 2 ml.
Posteriormente se agregaron 0.5 ml del buffer InhibitEX, se homogenizé en
vortex por 1 minuto, se llevé a incubacién a 75°C por 15 minutos, se
homogenizé en vértex por 15 segundos y centrifugd a 15.337 g por 1
minuto.

En un tubo nuevo de 1.5 ml se afadieron 15 yl de proteinasa K, 200 ul del
sobrenadante del paso antes mencionado y 200 pl del Buffer AL, se
homogeniz6 en vortex por 15 segundos, se llevé a incubacion a 70°C por
10 minutos (sin homogenizar); posteriormente se agregaron 200 ul de
etanol 96% y se homogeniz6 la muestra.

Del paso antes mencionado se tomaron 600 pl, se colocaron en un
“QlAamp spin column” y se centrifugd a 15.337 g por 1 minuto. Este paso
se repitid 3 veces.

La columna de “QlAamp spin column” se coloco en un tubo nuevo de 2 ml
y dentro de la columna se agregaron 500 pl de Buffer AW1. Se centrifugd
a 15.337 g por 1 minuto, luego se colocd en un tubo nuevo de 1.5 mly
dentro de la columna se agregaron 80 pl de Buffer ATE. Se dejo reposar
por 1 minuto y se centrifugd a 15.337 g por 1 minuto. Se descarté la

columna y el ADN obtenido se conservé a -20°C.
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3.4.4.3.6. FastDNA Spin Kit for Feces (MP)

En un tubo “Lysing Matrix E” de 2 ml se agregaron 400 mg de heces frescas,
se afadieron 800 ul del Buffer de fosfato de sodio y 250 ul de la solucién
PLS. Se homogenizd en vortex por 15 segundos; para posterior
centrifugacion a 15.337 g por 5 minutos (se descarto el sobrenadante). Se
afiadieron 970 pl del Buffer de fosfato de sodio y 122 ul del Buffer MT, y se
homogenizé en voértex hasta que la muestra estuvo completamente
homogénea.

Posteriormente, se realizo lisis mecanica en el equipo “FastPrep® MP” por
15m/s 1 minuto; para posterior centrifugacion a 15.337 g por 10 minutos.
Se transfirid el sobrenadante un tubo de 2 ml y se agregaron 250 ul de la
solucion PPS, se homogenizo la muestra, se incubd a 4°C por 10 minutos
(sin homogenizar en vortex) y se centrifugd a 15.337 g por 2 minutos.

El sobrenadante se transfirid a un tubo de 15 ml y se agregé 1 ml de la
solucién Binding Matrix. Se homogenizé en vortex por 4 minutos, se
centrifugd a 15.337 g por 2 minutos (descartando el sobrenadante) y se
agrego 1 ml de Wash Buffer #1. Se homogenizo la muestra y se transfirieron
600 pl a la columna de “SPIN Filter”. Este paso se realizé 3 veces.

La columna de “SPIN Filter” se colocé en un tubo nuevo de 2 ml y dentro
de la columna se agregaron 500 pl Wash Buffer #2, se centrifugé a 15.337
g por 2 minutos.

La columna de “SPIN Filter’ se colocé en un tubo nuevo de 2 ml y se
centrifugd a 15.337 g por 2 minutos.

Posteriormente, la columna de “SPIN Filter’” se colocd en un tubo nuevo de



60

1.5 ml y dentro de la columna se agregaron 80 ul de TES, se dej6 reposar
por 1 minuto y se centrifugd a 15.337 g por 2 minutos. Se descarto la

columna y el ADN obtenido se conservo a -20°C.

3.4.4.4. Extracciéon de ADN — Control Positivo

Para la extraccion de ADN de las vacunas contra coccidiosis aviar que
contienen ooquistes esporulados, se utilizo el kit QlAamp DNA Stool Mini
que disponiamos en el laboratorio. Se colocaron 3 ml de la Vacuna en un
crisol con mortero para posterior maceracion de la muestra con nitrégeno
liquido. Una vez homogeneizada de forma manual en nitrégeno liquido, se
colocé el polvo en un tubo de microcentrifuga de 2 ml, posteriormente se
agrego 1 ml del buffer InhibitEX, se homogenizo en vortex por 1minuto y se
llevé a incubaciéon a 90°C por 10 minutos. El resultado se homogenizé en
vortex por 15 segundos y centrifugé a 15.337 g por 1 minuto. En un tubo
aparte se agregaron 15 pl de proteinasa K, 200 ul del sobrenadante del
paso antes mencionado y 200 ul del Buffer AL. Se homogeniz6 en vortex
por 15 segundos, se llevd a incubacion a 70°C por 10 minutos (sin
homogenizar); posteriormente se agregaron 200 ul de etanol 96% y se
homogenizo la muestra.

Del paso antes mencionado se tomaron 600 ul y se colocaron en un
“QlAamp spin column”. Se centrifugd a 15.337 g por 1 minuto. Este paso
se repitié por 3 veces.

La columna de “QlAamp spin column” se colocé en un tubo nuevo de 2 ml

y dentro de la columna se agregaron 500 pl de Buffer AW1, y se centrifugd
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a 15.337 g por 1 minuto.

La columna de “QlAamp spin column” se colocé en un tubo nuevo de 2 ml,
se agregaron 500 pl de Buffer AW2 y se centrifugd a 15.337 g por 3 minutos.
La columna de “QlAamp spin column” se colocd en un tubo nuevo de 2 ml
y se centrifugd a 15.337 g por 3 minutos.

Posteriormente La columna de “QlAamp spin column” se coloco en un tubo
nuevo de 1.5 ml y se agregaron 80 ul de Buffer ATE, se dejé reposar por 1
minuto y se centrifugd a 15.337 g por 1 minuto. Se descart6 la columna y

el ADN obtenido se conservo a -20°C.

3.4.4.5. Validacion de los métodos de extraccion

Se extrajo el ADN de 2 muestras fecales con alta carga parasitaria (150 y
102) por duplicado y se analizé el mejor método de extraccion de ADN. Se
utilizé la electroforesis en geles de agarosa 2% para visualizar la presencia

(1300 pb) e integridad del ADN extraido a través de un fotodocumentador.

3.4.4.6. Estandarizacion de PCR

Una vez extraido y cuantificado el ADN, se amplificé el gen 18S rRNA que
codifica para una secuencia de 1300 pb, para lo cual se combinaron los
siguientes elementos para un volumen total de 12.5 ul: 1X Buffer, 1.8 mM
MgSOs4, 0.50 MM dNTP’s, 1 U Taq, 0.8 uM primer forward 3F (5" GTT CGA
TTC CGG AGA GGG A 37), 0.8 uM primer reverse Api1R (5" TAATCT ATC

ATC CCC ACG ATG C 37), 2.5 ul de ADN, 7.10 pl de agua libre de
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nucleasas. Este protocolo se desarrollé usando un bloque frio LightCycler®
Centrifuge Adapters - Roche en la camara de flujo laminar Espectrocom
con materiales previamente esterilizados. Una vez preparada la master mix
se uso el termociclador Bio-Rad con el siguiente programa: 5 minutos a
94°C, 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 57°C, 2 minutos a
72°C y una extension final de 10 minutos a 72°C.

Los productos se visualizaron en gel agarosa 2% tefido con bromuro de
etidio (Invitrogen™). Los fragmentos fueron analizados a través de
electroforesis horizontal, las bandas fueron visualizadas a través de un
transiluminador de luz ultravioleta (BioPh-ItTM System UVP -

Transilluminaots CV/White light).

3.4.4.7. Identificacion de especies de Eimeria a partir de ADN de

muestras de heces de pollo

La estandarizacion de las PCR por especies y multiespecies se realizo
usando como referencia la técnica publicada por Fernandez y col. (2003).
Primero se amplificd la PCR en forma individual; una vez establecida la
técnica por especie, se procedid con la amplificacion multiplex. Las 159
muestras recolectadas fueron analizadas a través de las técnicas PCR

multiplex para las seis especies de Eimeria que se detallan a continuacion:
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3.4.4.71. Estandarizacion PCR multiplex para E. acervulina, E.

maximay E. tenella

La PCR multiplex se llevo a cabo en el termociclador BIOER utilizando los
cebadores que se detallan en Anexo 2.

En la amplificacion multiplex se combinaron los siguientes elementos, para
llegar a un volumen total de 12.5 ul: 1X Buffer, 1.5 mM MgSOs4, 0.70 mM
dNTP’s, 1 U Taq, 0.85 pM primer forward Mx-01F, 0.85 uM primer reverse
Mx-01R, 0.60 uM primer forward Tn-01F, 0.60 uM primer reverse Tn-01R,
0.60 puM primer forward Ac-01F, 0.60 uM primer reverse Ac-01R, 2.5 pl de
ADN. Una vez preparada la master mix, se uso el termociclador Bio-Rad
con el siguiente programa: 5 minutos a 95°C, 30 ciclos de 45 segundos a
94°C, 30 segundos alineando de 57°C: 63°C, 1 minuto a 72°C y una
extension final de 7 minutos a 72°C.

Los productos de amplificacion fueron analizados a través de
Electroforesis, usando gel de agarosa 2% tefiido con bromuro de etidio

(Invitrogen™).

3.4.4.7.2. Estandarizacién PCR multiplex para E. necatrix 'y E. praecox

La PCR multiplex se llevo a cabo en el termociclador BIOER utilizando los
cebadores que se detallan en Anexo 2.

Para las especies E. necatrix y E. praecox, se combinaron los siguientes
elementos con un volumen final de 12.5 pl: 1.25 X Buffer, 1.5 mM MgClz,

0.60 mM dNTP’s, 1 U Taq, 0.75 pM primer forward Nc-F, 0.75 uM primer
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reverse Nc-R, 0.90 uM primer forward Pr-F, 0.90 yM primer reverse Pr-R,
2.5 pl de ADN, 6.89 u de agua libre de nucleasas.

Una vez preparada la master mix se us6 el termociclador BIOER con el
siguiente programa: 5 minutos a 94°C, 30 ciclos de 30 segundos a 94°C,

1 minuto a 64°C, 2 minutos a 72°C y una extension final de 7 minutos a
72°C.

Al no encontrar un control positivo, el amplicon que coincidié con el peso
molecular de E. praecox (354pb), se envié a Macrogen para secuenciar

usando el método Sanger y asi confirmar la validez del método.

3.4.4.7.3. Estandarizacion PCR convencional para E. brunetti.

La temperatura de hibridacién para la especie E. brunetti fue 68°C, a
diferencia de las especies estudiadas anteriormente. Por ello se realizaron
varias pruebas.

Para la PCR convencional se trabajo con los siguientes reactivos con un
volumen final de 12.5 pl: 1 X Buffer, 1.5 mM MgClz, 0.60 mM dNTP’s, 1 U
Tal, 0.75 yM primer forward Br-F, 0.75 yM primer reverse Br-R, 0.13 pl de
BSA, 2.5 pl de ADN, 7.35 ul de agua libre de nucleasas.

Una vez preparada la master mix, se usé el termociclador BIOER con el
siguiente programa: 5 minutos a 94°C, 30 ciclos de 30 segundos a 94°C,
45 segundos a 68°C, 2 minutos a 72°C y una extension final de 7 minutos
a72°C.

Se cambiaron las concentraciones de los primers y dNTP’s partiendo del

protocolo antes mencionado. Se utilizaron gradientes de temperatura de
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55°a 70°C, sin obtener resultados. Se procedié a la concentracion de ADN,
mediante centrifugacién al vacio por 30 minutos a 37°C.

Una vez determinada la concentracion y la calidad de ADN se procedio a
realizar PCR convencional.

Se realiz6é un pool con las muestras mas concentradas de ooquistes (98,
121,150y 154) y se procedio a la extraccion de ADN mediante el kit de MP
The FastDNA® SPIN Kit for Feces, para tomar como control positivo. Se
trabajo con el siguiente protocolo para las 3 especies, E. brunetti, E.
necatrix, E. praecox: Volumen final de 12.5 pl: 1.50 X Buffer, 1.5 mM MgClz,
0.90 mM dNTP’s, 1.25 U Taq, 0.8 uM primer forward Nc-F, 0.8 uM primer
reverse Nc-R, 0.90 uM primer forward Pr-F, 0.90 uM primer reverse Pr-R,
Br-R, 0.90 uM primer forward Pr-F, 0.90 uM primer reverse Br-R, 2.5 pl de
ADN, 5.72 pl de agua libre de nucleasas.

Una vez preparada la master mix, se uso el termociclador BIOER con el
siguiente programa: 5 minutos a 95°C, 35 ciclos de 30 segundos a 94°C,

1 minuto a 65°C, 2 minutos a 72°C y una extension final de 10 minutos a
72°C.

Los productos de amplificacion fueron analizados a través de
Electroforesis, usando gel de agarosa 2% tefiido con bromuro de etidio
(Invitrogen™), donde se evidencié un amplicon que coincidia con el peso
molecular de E. brunetti (626pb), que se envid a secuenciar con el método

Sanger a la empresa Macrogen.
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3.5.Factores de riesgo

Para identificar los factores de riesgo asociados a la prevalencia e
intensidad parasitaria, se elabordé un cuestionario epidemioldgico
denominado "Encuesta Epidemiolégica” (Anexo 1), validada por expertos
nacionales e internacionales.

La misma consistié en la observacion de caracteristicas fisicas de los
centros productivos y entrevistas realizadas a las personas responsables
de cada granja avicola.

La informacién recolectada a través de los cuestionarios fue cargada en
Microsoft Excel®, para ser organizada y depurada. Respecto de las
variables que presentaron inconsistencias, se contactd nuevamente a los
entrevistados, via telefénica, a fin de revisar y aclarar la informacion.
Aquellas variables que mantuvieron la discordancia hallada fueron
anuladas. Asi sucedio con el programa anticoccidial usado en el alimento
balanceado (quimioprofilaxis, rotacion, etc.), que fue anulado como
variable. Algunos avicultores no dieron informacién, en otros casos la
informacion era notoriamente errénea; y en otros, especialmente los que
compraban indistintamente el alimento, desconocian del uso de

anticoccidiales de manera profilactica.

3.5.1. Informacién general de las granjas

La primera parte de la encuesta consistié en colocar la fecha de muestreo

y un cédigo a la granja visitada. Por un acuerdo previo de confidencialidad,
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la mayoria de las granjas participantes solicitaron no publicar nombres ni
detalles de sus sistemas de producciéon y manejo. Esta informacion fue
proporcionada, para uso exclusivo de la investigacion.

En cada centro productivo se registraron, el nombre de la persona a cargo
de la granja, nombre de la granja y nombre comercial de la empresa. Cabe
mencionar que de acuerdo con las autoridades competentes (Agrocalidad
y CONAVE), todas las granjas muestreadas por sus caracteristicas y
capacidad son consideradas comerciales y/o industriales.

Se registrd la ubicacion geografica (coordenadas geograficas) y la altitud
para luego establecer dos rangos: A. Granjas ubicadas a menos de 1300
msnm y B. Granjas a altitudes mayores a 1301 msnm.

En Ecuador, esta ganando popularidad, realizar acuerdos técnico-
comerciales de integracion, entre productores agropecuarios y empresas
avicolas, para obtener mejores precios de compra (pollitos, alimentos,
medicina e insumos), asegurar un mercado, la venta de sus productos
avicolas, contar con respaldo técnico y asesoramiento por parte del
integrador. Los productores dentro de esta categoria fueron denominados
A. Integrados, que incluyo productores con granjas propias y los avicultores
asociados, quienes a través de un contrato se comprometen a seguir las
politicas de manejo establecidas por empresas avicolas (integradora). Por
otro lado, fueron considerados los avicultores B. Independientes, que
incluyd a productores autdbnomos, en su mayoria pequefos, sin politicas de
compra de insumos (pollitos y alimento) que salen directamente al

mercado.
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Respecto de la capacidad instalada de cada granja, se establecieron 3
percentiles: A. Granjas pequefias con capacidad de hasta 26.000 aves, B.
Granjas medianas entre 28.000 y 84.000 aves y C. Granjas grandes, que
alojan entre 87.000 y 376.442 aves.

La densidad de poblacion expresada como el numero de animales por
metro cuadrado (aves/m?) y densidad expresada como kilogramos de ave
por metro cuadrado (Kg/m?), se dividieron en tres percentiles (baja,
mediana y alta).

Las variables humedad relativa, porcentaje de humedad en cama y
temperatura ambiental, fueron descartadas, debido a las importantes
variaciones que se visualizaron a lo largo del area del galpon y durante el

transcurso del dia.

3.5.2. Caracteristicas de las granjas

De acuerdo con el nivel de tecnificacién de las granjas, se clasificaron en
A. Galpones abiertos, consistentes en casetas con paredes y ventanas,
cuyo control de la ventilacion se realiza a través del manejo de las cortinas.
En estos galpones es de vital importancia el criterio de la persona que esta
a cargo de las aves, ya que el control de la temperatura, humedad,
concentracion amoniaco, oxigeno, polvo, etc., se realiza de forma manual.
B. Galpones de ambiente controlado, completamente cerrados, con
sistemas de calefaccion para aumentar la temperatura interna, y ventilas o
inlets (entradas controladas de aire en galpones cerrados); paneles de

enfriamiento y extractores, sistemas usados en galpones cerrados para
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controlar la temperatura y remover el aire viciado. Su control se realiza a
través de computadoras y sensores; en estos galpones el personal a cargo
tiene un nivel mas alto de preparacién en relacion con el grupo anterior (ver

Figura 9).

Figura 9. Galpon abierto (A). Galpén de ambiente controlado (B)

Por los diferentes niveles de termorregulacion que presenta el techo de los
galpones avicolas y la facilidad del control ambiental, se consideré el
material del techo de los galpones como variable: A. Galvalume, acero base
recubierto por una aleacion de aluminio, zinc y silicio, con mayor nivel de
termorregulacion; B. Asbesto, también conocido como amianto o uralita; C.
Laminas de zinc, comunmente conocidas y usadas por su bajo costo y bajo
nivel de termorregulacion.

También se registro el material de la estructura que soporta el techo: A.
Metal; B. Madera, esta ultima con la posible presencia de grietas que
podrian guardar restos de cama (ver Figura 10).

El material del piso también fue registrado: A. Piso de tierra; B. Piso de
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cemento (concreto) (ver Figura 11).

Ademas, se registré el uso de iluminacién adicional, ya que se sabe que los
ooquistes sobreviven mejor en lugares sombrios y humedos (Soulsby,
1987). También se establecieron categorias en cuanto al tipo de

ventilacion: uso de ventiladores, extractores, o ventilacion natural.

Figura 10. Galpdn con estructura de madera (A). Galpén con estructura de
metal (B).
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3.5.3. Caracteristicas del agua de bebida

Se registraron varios aspectos, entre ellos el origen del agua: A. Agua
potable del sistema publico de abastecimiento (agua de uso humano); B.
Canales de riego o rios (agua que esta en constante movimiento). C. Pozos
(aguas subterraneas).

Al respecto, se registrd presencia o ausencia de tratamientos previos y tipos
de productos agregados al agua (cloro y derivados, peroxidos, ozono,
acidificantes, estabilizadores de pH, etc.).

Por ultimo, se considero el tipo de sistema de bebederos que disponen: A.
Sistemas cerrados: niples o tetinas, en los cuales queda suspendida una
gota de agua, por lo que estan relacionados con mayor sanidad y menor
desperdicio de agua; B. Sistemas de bebederos abiertos: bebederos
automaticos, campanas y canales, caracterizados por presentar canales
abiertos, donde las aves beben agua de un canal comun, con una aparente
menor condicién sanitaria, mayor desperdicio y evaporacion (ver Figura

12).

Figura 12. Tipos de bebederos avicolas. Sistemas de bebederos abiertos (A).
Sistemas de bebederos cerrados (B).
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3.5.4. Caracteristicas del alimento balanceado y alimentacién

Se registré el origen del alimento. Se consideraron dos categorias: A.
Fabrican, los productores elaboran directamente su alimento balanceado,
o tienen algun nivel de control o compromiso a través de la integracion, y
B. Compran, los productores compran indistintamente el alimento
balanceado. En este caso, también se registré la marca del alimento
utilizada en el lote evaluado.

Presentacion fisica del alimento: se consideraron alimento en harina y
peletizado. El primero es una mezcla de materias primas previamente
molidas y el segundo es un alimento que luego de un proceso de aumento
de temperatura, humedad y presion es compactado a granulos de
diferentes tamafios.

Tipo de comedero: se clasificd en dos categorias, A. Comederos manuales,
los que son abastecidos de alimento a través del llenado manual de sus
tolvas; B. Comederos mecanicos o automaticos, el llenado se realiza a
través de cadenas o espirales propulsados por motores eléctricos (ver

Figura 13).
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Figura 13. Tipos de comederos avicolas. Comederos manuales (A). Comederos
mecanicos (B).

Tipo de alimentacion se dividid en: A. Ad libitum o libre, las aves tenian
acceso permanente al alimento; B. Controlada, las aves tienen acceso a
una cantidad especifica de alimento o a un tiempo limitado del mismo.

Ademas, se registro el tiempo que las aves no tienen acceso al alimento.

3.5.5. Control anticoccidial

Se solicitdé informacién sobre los sistemas de control anticoccidial:
vacunacion para coccidiosis, uso de anticoccidiales en el alimento o ningun
tratamiento de control.

Si la respuesta era vacunacion, se solicitaban detalles, como la marca de
la vacuna para conocer tipo de vacuna, su contenido, la edad de aplicacion
y método de vacunacion.

En el caso de control mediante uso de anticoccidiales en el alimento, sélo
se pudo establecer si el control se realizaba o no a través del alimento.
Cuando se consultaron detalles sobre el programa, como productos
actualmente usados, programas de rotacion de principios activos y el

tiempo de retiro de anticoccidiales previo al faenamiento; lamentablemente,
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las encuestas mostraron respuestas con mucha variacion, contradicciones,
o simplemente los entrevistados desconocian del tema; por lo que estas
variables fueron descartadas.

Respecto del uso de anticoccidiales en el agua de bebida como tratamiento
curativo para coccidiosis clinica, en los casos afirmativos se solicitd el
nombre del producto o principio activo, la edad de las aves al momento del
suministro y duracion del tratamiento.

Se solicitd informacion sobre vacunacion para coccidiosis en lotes
anteriores; asi como también, vacunacién de los progenitores, edad de
vacunacion y tipo de vacuna. Adicionalmente se solicito la procedencia de

las aves, para corroborar la informacion obtenida.

3.5.6. Caracteristicas de la cama

Se registré el material que los productores usaban como cama, si usaban
un solo material o si realizaban alguna combinacion. Se consulté sila cama
era nueva, de primer uso, o reciclada. En este ultimo caso, se solicitd
informacion sobre el método de compostaje o reduccion de carga
microbiana previo a su reutilizacion. Ademas, se registré el numero de usos
que tenia la cama y la profundidad en centimetros.

Se consideré la presencia de Alphitobius diaperinus (ver Figura 14), vector
comun de varias enfermedades, entre ellas la coccidiosis aviar (Goodwin y
Waltman, 1996). Se indag6 ademas sobre la presencia de algun método de

control; en caso de respuesta afirmativa, se consulté la metodologia usada.
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Figura 14. Alphitobius diaperinus en cama (A). Fase adulta ("Alphitobius
diaperinus (lesser mealworm)") (B)
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En este segmento se consideraron los métodos de limpieza y desinfeccion
que usaban los productores al final de cada lote; si realizaban o no control
de plagas (ratas) e insectos; la frecuencia, el método y los productos

utilizados.

3.5.7. Caracteristicas de las aves

El muestreo se realiz6 en la fase final de crianza, en la mayoria de los casos
dias antes del sacrificio. Las encuestas incluyeron preguntas sobre
particularidades del origen de las aves, entre ellas: la linea genética y su
procedencia. Se registrd la edad de las aves al momento del muestreo,
tiempo maximo de permanencia en el galpon y su peso promedio en el dia
del muestreo. Para la variable edad se establecieron tres percentiles: A.
Aves menores a 35 dias, B. Aves de 36 a 45 dias, C. Aves mayores a 46

dias.
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El peso promedio de las aves se clasifico en tres percentiles: bajo, mediano
y alto. Luego, con la superficie y las dimensiones de los galpones (largo y

ancho), se controlaron los calculos de densidad poblacional.

3.5.8. Tiempo de repoblacién y vacio sanitario

En la encuesta se registro el tiempo de vacio sanitario efectivo, periodo que
permanece vacio el galpon (Moralesy Moreno, 2017), se clasifico en tres
percentiles: A. menor a 7 dias, B. de 8 a 15 dias, C. mas de 16 dias.
Ademas, se consultd el tiempo de repoblacion; con este valor y la edad
maxima de permanencia de las aves en el galpén, se comprobo si la

informacion proporcionada era correcta.

3.6. Analisis estadistico

Para comparar la posible relacién entre las caracteristicas de las granjas
avicolas, las medidas de control usadas para Eimeria spp. y el promedio de
ooquistes por gramo de heces (OPG), se utilizd el andlisis de varianza
(ANOVA), considerando niveles de diferencias de significancia estadistica:
valor de p<0.01 (diferencia altamente significativa) y valor de p<0.05
(diferencia significativa). En las variables con tres o mas niveles, se utilizd
la prueba de Tukey para comparar si hubo significancia entre las medias
de las poblaciones.

La prevalencia de cada especie de Eimeria (P) fue calculada dividiendo el

numero de muestras positivas sobre el numero total de muestras tomadas.
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Se estimé un intervalo de confianza de 95% para esta proporcion.
Cuando se determind la prevalencia de las especies: E. acervulina, E.
maxima y E. tenella no se consideraron las muestras de las aves que
recibieron vacuna anticoccidial, ya que al ser vacunas que contienen
ooquistes vivos de estas especies, es altamente probable que contengan
ooquistes que provengan de las vacunas y no del ambiente.
La prevalencia de las especies de Eimeria spp. se calculé en base a la
siguiente expresion:
m=1-—(1-P)«
Donde:
P = es la proporcidn de muestras positivas
k = es el tamano del pool (humero de animales que
aportaron a la muestra (45.72 aves en promedio))
El intervalo de confianza de 95% para & se calculé usando los limites bajo
y alto de la estimacion de P.
Para determinar el nivel de asociacion entre la presencia de cada especie
de Eimeria spp. y los diferentes factores analizados, se utilizé una medida
de asociacion de riesgo, la razén de probabilidad Odd Ratio (OR) y para su
significacion se uso6 la prueba exacta de Fisher. El nivel de significacion
estadistica fue establecido en 5%. Para identificar las covariables a utilizar
para el modelo final, se usé la regresion logistica multiple. El analisis
estadistico se realiz6 con el software estadistico R (R Core Team, 2021).
Para la elaboracion de mapas y georreferenciacion se usé el paquete

estadistico Mapview (Appelhans y col., 2021).
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4. RESULTADOS
Se realizaron encuestas epidemioldgicas y se tomaron muestras de heces
de pollos parrilleros en 155 granjas avicolas de las provincias Pichincha y

Sto. Domingo de los Tsachilas.

4.1. Resultados parasitologicos

4.1.1. Técnica cualitativa de Willis
Todas las muestras analizadas (159) fueron positivas a la presencia de
ooquistes de Eimeria spp. en heces frescas (ver Figura 15). El Unico género
parasitario identificado en las muestras procesadas fue Eimeria spp. Segun
se desprendid del analisis realizado a partir de las encuestas
epidemioldgicas, los resultados correspondieron a animales sin
sintomatologia de coccidiosis aviar.
Figura 15. Distribucion de las granjas avicolas analizadas
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4.1.2. Carga Parasitaria
Las muestras presentaron diferentes niveles de OPG (ooquistes por gramo

de heces frescas), que fluctuaron entre 25 OPG y 69.900 OPG.

4.1.3. Identificacidon de ooquistes de Eimeria spp. por esporulacion
La identificacion de especies de Eimeria spp. a través de morfologia post
esporulacion, soélo se pudo realizar en el 11.3% de las muestras, por los

inconvenientes mencionados en la seccion 3.4.2. de materiales y métodos.

4.2. Biologia Molecular

4.2.1. Extraccion de ADN de muestras fecales de pollos

Inicialmente se propuso trabajar con la técnica CETAB modificada para
extraer el ADN de Eimeria spp. de heces frescas de pollo. Pero, pese a que
esta técnica logré6 romper los ooquistes (se confirmd a través de
observacion microscopica) y se obtuvo ADN con concentracion aceptable
(medido a través de Nanodrop), no logré liberar el ADN de los ooquistes.
Esto se comprobd al salir negativas las PCR por especies, pese a encontrar
microscopicamente ooquistes de Eimeria spp. en todas las muestras
analizadas.

Ante la duda del origen del problema (si radicaba en la técnica de extraccion
de ADN o en los primers por especie), se decidié adquirir un primer 18S
(primer genérico para Eimeria spp.), gen ampliamente usado para la
amplificacion de ADN de Eimeria spp. (Albanese y col., 2019). Al salir

negativa la PCR para el gen 18S, se confirmé que el error estaba en la
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extraccion de ADN, por este motivo se opt6 por probar diferentes métodos
para extraccion.

Para validar el procedimiento y estandarizar un control positivo, se
buscaron cepas ATCC de Eimeria spp., sin resultados en el mercado
nacional e internacional, por lo cual se optd por usar ADN extraido a partir
de vacunas contra coccidiosis.

Durante los meses que tardamos en encontrar el error y buscar la técnica
que presente mayor liberacién de ADN de Eimeria spp., no solo se gastaron
los recursos disponibles, sino que también se agotd el control positivo
existente (vacuna para coccidiosis). Por otro lado, no todas las vacunas
contienen las especies de Eimeria inicialmente propuestas en este
proyecto. Asi, en el caso de E. mitis, no se encontrd un control positivo, por
tanto, se tuvo que omitir esta especie en la investigacion.

Las vacunas usadas como controles positivos se enumeraron en la seccion
3.4.4.2. de materiales y métodos.

El método de extraccién que mejor resultado dio fue FastDNA Spin Kit for
Feces (MP) (Figura 16), ya que por este método se obtuvieron amplicones
mas grandes y visibles. Este método de extraccion de ADN se usé para las
159 muestras de heces obtenidas. Para la extraccion de ADN de las
vacunas con ooquistes esporulados se utilizé el kit QlAamp DNA Stool Mini
(Qiagen); el kit FastDNA Spin Kit for Feces (MP) también resulté una buena

opcion, pero por disponibilidad del primero se us6 ese para las vacunas.
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Figura 16. Validacion de seis métodos de extraccion de ADN de heces.

D

Electroforesis en gel de agarosa 2% tefiido con bromuro de etidio (Invitrogen™),
donde se observan los resultados de la extraccion de ADN de dos muestras de
heces (muestra 102 y 150). (A) Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico. (B) CTAB
modificado. (C) Extraccion de ADN de ooquistes. (D) QlAamp DNA Stool Mini Kit.
(E) QlAamp DNA Stool Mini Kit modificado. (F) FastDNA Spin Kit for Feces (MP).

(1 y 8) Marcador de peso molecular.

4.2.2. Especies de Eimeria spp. identificadas a través de PCR

Los resultados de microscopia, presencia de ooquistes de Eimeria spp., se
validaron con biologia molecular, al ser todas las muestras positivas al gen
18S.

Una vez confirmada la presencia de Eimeria spp., se procedid a
estandarizar y realizar la PCR por especies; primero se estandarizo la
técnica individual y luego se procedi6é a multiplexar.

Las especies E. maxima, E. tenella y E. acervulina (Figura 17) fueron las
primeras cuya PCR se pudo estandarizar y multiplexar, usando como
control positivo una vacuna viva que contenia ooquistes esporulados de E.

acervulina, E. maxima, E. maxima MFP, E mivati y E. tenella (Fortegra,
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MSD Salud Animal).

Para las especies restantes (E. brunetti, E. necatrix y E. praecox), la
estandarizacién, tomé mas tiempo, no soélo por su complejidad, sino
también porque se hizo necesario importar una vacuna viva (COCIVAC D2,
MSD Animal Heath), que se usé como control positivo. Dicha vacuna indica
contener ooquistes esporulados de E. acervulina, E. maxima, E mivati. E.
brunetti, E. necatrix y E. tenella. Sin embargo, mediante la PCR multiplex
se detectd un amplicon que coincidié con el peso molecular de E. praecox
(354pb); resultado que fue confirmado a través de secuenciacién, con lo

que se pudo comprobar la validez de la técnica.

Figura 17.ldentificacion PCR de E. acervulina, E. maxima y E. tenella.
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Electroforesis en gel de agarosa 2% tefiido con bromuro de etidio (Invitrogen™),
donde se observan los resultados. (1) Marcador de peso molecular (2) Muestra
26, (3) Muestra 27, (4) Muestra 28, (5) Muestra 29, (6) Muestra
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Las especies E. necatrix y E. praecox (Figura 18) se pudieron multiplexar,
mientras que con E. brunetti se realizd una PCR individual. La
estandarizaciéon de este ensayo fue mucho mas compleja, ya que se usan
multiples cebadores en la misma reaccion y cada uno representa distintas
eficiencias de wunidén, ocurriendo diferentes cinéticas de reaccion
simultaneamente, lo que conduce a un patron de amplificacion

heterogéneo.

Figura 18. Identificacion PCR de E. necatrix y E. praecox.

(Pr)
(Nc)

Electroforesis en gel de agarosa 2% tefido con bromuro de etidio (Invitrogen™),
donde se observan los resultados. (1) Marcador de peso molecular (2) Vacuna
COCCIVAC® D2 — Control positivo, (3) Muestra 98, (4) Muestra 121, (5) Muestra
154, (6) Control negativo.

La vacuna usada como control positivo no amplificé para E. brunetti. Ante
la falta de un control positivo para E. brunetti, se utilizé un pool de las

muestras con mayor carga parasitaria, aumentando asi la probabilidad de
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detectar esta especie. Como se puede observar en la figura 19, en el pocillo
2 se encuentran presentes las especies E. brunetti (626 pb) y E. praecox
(354 pb). Ademas, la banda de la especie E. necatrix (200 pb) no esta muy
definida. Sin embargo, a pesar de que el protocolo de PCR se encuentra
establecido, no se puede considerar al pool de ADN como un control
positivo. Por tal motivo se envié a secuenciar el amplicon que coincidia con
el peso molecular de E. brunetti (626 pb). Los resultados de la
secuenciacion confirmaron la presencia de E. brunetti en el pool de heces,

de este modo, se pudo comprobar la validez de la técnica utilizada.

Figura 19.ldentificacion PCR de E. brunetti, E. necatrix y E. praecox.

Electroforesis en gel de agarosa 2% tefiido con bromuro de etidio (Invitrogen™),

donde se observan los resultados. (1) Marcador de peso molecular (2) ADN del

pool de 4 muestras (3) Vacuna COCCIVAC® D2 — Control positivo, (4) Muestra
154, (5) (6) Control negativo.
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Finalmente, a través de PCR se identificaron seis especies: E. acervulina,
E. brunetti, E. maxima, E. necatrix, E. praecox y E. tenella en las muestras

de heces de las granjas avicolas de pollos parrilleros en Ecuador.

4.3. Caracteristicas de las granjas evaluadas

Las granjas presentaron diferentes niveles de tecnificacion que fueron
desde galpones abiertos con piso de tierra hasta galpones cerrados de
ambiente controlado. La capacidad instalada varié, desde 2.000 hasta
376.444 aves); del mismo modo, el asesoramiento técnico y practicas de
bioseguridad fueron muy variables. La capacidad total instalada de las 155
granjas muestreadas alcanza 10.951.000 pollos parrilleros en cada ciclo de

produccion (tabla 2).

Tabla 2. Capacidad de las granjas avicolas de pollos parrilleros de Pichincha y
Sto. Domingo de los Tsachilas

Caracteristica Totfal Qapgcidad de Capacidad
granjas alojamiento (aves) Total (aves)
Granjas pequefias 53 2.000 a 26.000 932.000
Granjas medianas 54 28.000 a 84.000 2.834.000
Granjas grandes 48 87.000 a 376.000 7.185.000
TOTAL 155 10.951.000

La crianza de pollos parrilleros se realiza en diferentes pisos altitudinales.
En la zona analizada vari6 entre 100 y 2800 msnm. Las granjas ubicadas a
menor altitud estuvieron relacionadas con menor edad de faena y por lo
tanto, menor edad al momento del muestreo.

Todos los productores tenian conocimiento de los dafios que produce la
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coccidiosis. El 97% de ellos empleaba anticoccidiales en el alimento y el
3% aplicaba vacunacién anticoccidial como programas de prevencion y
control.

Por normativa local, los centros de produccion avicola deben estar alejados
de los centros poblados. Sélo el 8% de granjas tenia acceso al servicio de
agua potable, el resto utilizaba agua de rios o canales (25%), o realizaron
excavaciones profundas para obtener aguas subterraneas, pozos (67%).
Todas las granjas realizaban algun tipo de tratamiento para mejorar la
calidad del agua. Se encontré una amplia variacion en cuanto a los
productos que los avicultores utilizaban para potabilizar el agua de bebida,
siendo la combinacion cloro y peroxido la mas ampliamente usada (69%).
Ademas, solos o en combinacion, se usaban diferentes fuentes de cloro,
perdéxidos puros o comerciales, ozono y acidificantes.

Tanto la adquisicion de camas nuevas como la evacuacion de camas
usadas representan una situacion cada dia mas dificil para los avicultores
de Ecuador. Esto se debe por un lado al incremento progresivo en el costo
de camas nuevas, y por otro, a que las camas avicolas se usan
principalmente como abono, por lo que su comercializacion fuera de la
época de siembra es frecuente. Parte de los productores relevados optaron
por usar camas nuevas (52%), mientras que otras empresas usaron las
camas por un maximo de 8 crianzas (48%). El principal método de
reutilizacion fue el compostaje a través de fermentacidn por
amontonamiento, con lo cual aumenta la temperatura y disminuye el pH del

material de la cama, dando como resultado la inactivacion microbiana (Dai
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Pra y Battow Roll, 2019).

Respecto a la presencia de Alphitobius diaperinus, escarabajo de la cama
o del estiércol, considerado un reservorio de enfermedades avicolas
(Goodwin y Waltman, 1996), los entrevistados reportaron su presencia en
60% de las granjas analizadas. De ellos, 10.4% realizaban control con
insecticidas al final de cada crianza. En cuanto a las formas de control, el
piretroide cipermetrina fue el quimico mas comunmente usado por 37.7%
de los avicultores. La forma mas comun es el uso de productos agricolas
que, una vez diluidos segun las recomendaciones de los fabricantes, se
colocan en la cama avicola via aspersion, en horas de la noche cuando las
aves han salido. También usan una combinacién comercial en polvo
(Megacip®), que contine cipermetrina, dimetril ftalato, benzoato de bencilo,
aceite de pino y citronela (5g/m?). Se aplica en la cama, previo a la llegada
de las aves, o sobre la cama durante el vacio sanitario, en caso de
reutilizacion de la misma. Otro método de control usado por 6.3% de
productores avicolas es la aspersion de Diflubenzuron (Larvigen®), un
benzoil-fenil-ureas, usado para el control de formas larvarias, que es
aplicado en cama durante la crianza de las aves a una dosis de 0.48g/m?.
Todos los productores indicaron realizar una exhaustiva limpieza del piso
al final de cada ciclo productivo, destacando el uso de desinfectantes, como
formol, amonio cuaternario, glutaraldehidos, fenoles (creolina), cal viva y
combinaciones de estos con flameado de piso (41%). El detalle de los
resultados de las caracteristicas de las granjas avicolas estudiadas se

puede observar en el anexo 3.
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4.4. Andlisis de los datos

4.4.1. Prevalencia de Eimeria spp. en la poblaciéon de granjas

Los resultados de prevalencia de las especies de Eimeria spp. en las
granjas relevadas se muestran en la Tabla 3. E. maxima fue la especie con
mayor prevalencia en las muestras analizadas 80% (IC 95%: 73.0 —86.2%),
mientras que E. brunetti fue la especie que menos veces se identificd en

las muestras evaluadas 31% (IC 95%: 23.9-38.7%).

Tabla 3. Prevalencia de las especies de Eimeria spp. en la poblacién de pollos
parrilleros de las provincias de Pichincha y Sto. Domingo de los Tsachilas.

Muestras Muestras _
Especie analizadas positivas Prevalencia
E. acervulina 153 * 108 70.59 (62.6 - 77.5)
E. brunetti 159 49 30.82 (23.9 - 38.7)
E. maxima 153* 123 80.39 (73.0 - 86.2)
E. necatrix 159 83 52.20 (44.2 - 60.1)
E. praecox 159 88 55.35 (47.3 - 63.2)
E. tenella 153* 82 53.59 (45.4 - 61.6)

* E. acervulina, E. maxima y E. tenella no se consideraron en las 6 granjas que
recibieron vacuna, ya que se asume que esas especies estan presentes.

Los niveles de OPG de las muestras analizadas no presentaron asociacion
con la presencia de las especias de Eimeria spp. identificadas por PCR.

(Tabla 4).
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Tabla 4. Especies de Eimeria spp. y carga parasitaria (OPG) identificadas en
159 muestras de pollos parrilleros de Pichincha y Sto. Domingo de los Tsachilas.

OPG

Especie Presencia N° % IC 95% . P
media
. Si 108 68 60.0-74.9 7953.8 0.663
E. acervulina
NO 51 32 4827.5
, Sl 49 31 23.9-38.7 6694.5 0.984
E. brunetti
NO 110 69 7065.2
, Si 123 77 69.9-83.5 5774.3 0.526
E. maxima
NO 36 23 7295.4
, SI 83 52 44.2-60.1 7734.4 0.661
E. necatrix
NO 76 48 6095.4
Sl 88 55 47.3-63.2 8898.9 0.162
E. praecox
NO 71 45 4536.6
Sl 82 52 43.6-59.5 8069.3 0.097
E. tenella
NO 77 48 5760.1

4.4.2. Asociacion entre factores de riesgo y carga parasitaria de
Eimeria spp.

En el anexo 4 se pueden observar en detalle las caracteristicas de las
granjas y medidas de control en relacion con el numero de ooquistes por
gramo de heces. En la tabla 5 se resumen las variables que fueron
significativas.

Las caracteristicas que mostraron asociacion con mayores cargas
parasitarias fueron: granjas ubicadas en altitudes menores a 1300 msnm;
galpones con piso de tierra, aves mas jévenes (menos de 35 dias) y
alimento comprado. En menor nivel de significancia estuvo el agua de
bebida proveniente de pozos, seguido de rio o canal, pese a que ambos
grupos informaron usar tratamientos de potabilizacion de agua (ver tabla

5).
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Tabla 5. Asociacion entre factores de riesgo y carga parasitaria de Eimeria spp.

(OPG).
Parametro Muestras — Frecuencia  pg media P
analizadas %
ALTITUD
Menor a 1300msnm 122 77 8338.1 0.000**
Mayor a 1300msnm 37 23 2582 .4
MATERIAL DEL PISO
Tierra 81 51 11127.2 0.000**
Cemento 78 49 2614.1
ORIGEN DEL AGUA
Pozo 107 67 8734.62
Rio o canal 39 25 3506.12a> 0.045*
Agua Potable 13 8 2603.9°
ORIGEN DEL ALIMENTO
Compran 38 24 13356.1 0.002**
Fabrican 121 76 4939.5
EDAD DE LAS AVES
Menos de 35 dias 54 34 12392
De 36 a 45 dias 53 33 5266° 0.006**
Mas de 46 dias 52 33 3021b

** Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.01
*Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.05
IC: Intervalo de confianza. Letras diferentes indican diferencias significativas

El modelo final de regresion multiple para las variables explicativas de
riesgo y proteccidn ante la carga parasitaria de Eimeria spp. (OPG), se
presentan en la Tabla 6. Los resultados muestran que las granjas avicolas
independientes presentaron mayor numero de ooquistes respecto a las
granjas integradas (p<0.01), con valores de 9051 OPG y 5460 OPG
respectivamente. La altitud menor a 1300 msnm también se asocié a mayor
nuamero de ooquistes (8338.1 OPG), comparado con las granjas que

realizaban crianza en alturas superiores a 1300 msnm (2582.4).
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Tabla 6. Asociacion de factores de riesgo y carga parasitaria de Eimeria spp.
(OPG) utilizando un modelo de regresion logistica multivariable.

Variable Explicativa Modelo final
OPG P
DEPENDENCIA Independiente 9051.9
Integrado 5459.90 <0.01**
ALTITUD Menor a 1300msnm 8338.1
Mayor a 1300msnm 2582.4° 0.01**

** Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.01.

En esta investigacion ninguna medida de proteccion usada por los
avicultores encuestados presento algun nivel de protecciéon en relacidn con

la cantidad de ooquistes de Eimeria spp.

4.4.3. Asociacion entre factores de riesgo y presencia de las
diferentes especies de Eimeria spp.
En el anexo 4, se pueden observar los resultados de las variables incluidas
en el analisis. Algunas se descartaron porque sus resultados se prestaban
a confusion o discordancia. Entre ellas, el flameado del piso, que se incluia
como un factor de riesgo, en comparacion con las granjas que no lo hacian.
Por otra parte, los programas de alimentacién controlados (con periodos de
restriccion), que presentaban proteccién ante coccidiosis, comparado con
los programas ad libitum (acceso permanente al alimento con
anticoccidiales). Los comederos manuales y una profundidad de cama
menor a 10 cm mostraron mayor riesgo para E. tenella y E. necatrix
respectivamente, sin que en el resto de las especies se observen

diferencias estadisticas. Es posible que estas variables estén solapadas
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por otras caracteristicas.
E. acervulina estuvo presente en 70.6% (108/153) de las muestras
analizadas (IC 95%: 62.6-77.5%) (ver Figura 20). Las variables con

significancia se muestran en la Tabla 7.

Figura 20. Distribucion geografica de E. acervulina en granjas de pollos
parrilleros de Pichincha y Santo Domingo de los Tsachilas.
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Tabla 7. Factores asociados a la presencia de E. acervulina en pollos parrilleros
de la provincia de Pichincha y Sto. Domingo de los Tsachilas

Patricig*Pilar

Muestras Muestras  Frecuencia

Variable explicativa analizadas  positivas % OR (95%IC) P
DEPENDENCIA

Integrado 87 57 65.5 Nivel de referencia
Independiente 66 51 773 2.1(1.0-4.7) 0.034*
MATERIAL DEL PISO

Cemento 72 41 56.9 Nivel de referencia

Tierra 81 67 82.7 4.3 (1.9-9.7) 0.00**

MATERIAL SOPORTE DEL TECHO
Metal 59 34 57.6 Nivel de referencia
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Madera 94 74 787 2.6 (1.3-5.6) 0.01**
ORIGEN DEL AGUA

Rio o canal 39 20 51.3 Nivel de referencia

Pozo 101 80 792  2.8(1.2-6.5) 0.01™
Agua Potable 13 8 61.5 1.5(0.4-6.9) 0.75
ORIGEN DEL ALIMENTO

Fabrican 115 72 62.6 Nivel de referencia

Compran 38 36 94.7  12.1(2.9-108.6) 0.00**
EDAD DE LAS AVES

Mas de 46 dias 50 28 56.0 Nivel de referencia

De 36 a 45 dias 51 32 62.8  1.3(0.6-3.0) 0.56
Menos de 35 dias 52 48 923 6.7 (2.3-22.6) 0.00**
CAL VIVA

No 43 21 48.8 Nivel de referencia

Si 110 87 791 3.1(1.4-6.9) 0.00*

** Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.01
*Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.05

E. brunetti fue identificada en 30.8% (49/159) de las muestras analizadas

(IC 95%: 23.9 — 38.7%) (ver Figura 21). Las variables asociadas a la

presencia de E. brunetti se muestran en la Tabla 8.

Figura 21. Distribucion geografica de E. brunetti en granjas de pollos parrilleros
de Pichincha y Santo Domingo de los Tsachilas.
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Tabla 8. Factores asociados a la presencia de E. brunetti en pollos parrilleros de
la provincia de Pichincha y Sto. Domingo de los Tsachilas

Explcatva analizadas postives | OR(9%IC) P
DEPENDENCIA

Integrado 93 20 21.5 Nivel de referencia
Independiente 66 29 43.9 2.8 (1.4-6.1) 0.00™
ORIGEN DEL ALIMENTO

Fabrican 121 27 22.3 Nivel de referencia

Compran 38 22 57.9 4.7 (2.1-11.2) 0.00™
ANTICOCCIDIALES EN AGUA

No 141 38 26.9 Nivel de referencia

Si 18 11 61.1 4.2 (1.4-13.8) 0.01*

** Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.01
*Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.05

E. maxima fue la especie que mayor frecuencia presentd en las granjas,
con 80.4% (123/153) de las muestras analizadas (IC 95%: 73.0 — 86.2%)
(ver Figura 22). Variables asociadas a la presencia de E. maxima se
muestran en la Tabla 9.

Figura 22. Distribucion geografica de E. maxima en granjas de pollos parrilleros
de Pichincha y Santo Domingo de los Tsachilas.
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Tabla 9. Factores asociados a la presencia de E. maxima en pollos parrilleros de
la provincia de Pichincha y Sto. Domingo de los Tsachilas.

Muestras Muestras Frecuencia

Variable explicativa analizadas positivas % OR (95%IC) P
ORIGEN DEL AGUA

Rio o canal 39 25 64.1 Nivel de referencia

Pozo 101 88 87.1 2.6 (1.0-6.3) 0.03*
Agua Potable 13 10 76.9 1.9 (0.4-12.2) 0.51
ORIGEN DEL ALIMENTO

Fabrican 115 87 75.7 Nivel de referencia

Compran 38 36 94.7 6.9 (1.6-63.1) 0.00 ™
ALPHITOBIUS DIAPERINUS

No 63 43 68.3 Nivel de referencia

Si 90 80 88.9 2.3 (1.0-5.3) 0.03*
EDAD DE LAS AVES

Mas de 46 dias 50 35 70.0 Nivel de referencia

Menos de 35 dias 52 49 94.2 4.7 (1.5-17.8) 0.00 *
De 36 a 45 dias 51 39 76.5 1.4 (0.5-3.4) 0.53
CAL VIVA

No 43 28 65.1 Nivel de referencia

Si 110 95 86.4 2.4 (1.0-5.7) 0.03*

** Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.01
*Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.05

E. necatrix fue identificada en 52.2% (83/153) de las muestras analizadas
(IC 95%: 44.2 - 60.1%) (ver Figura 23). Las variables incluidas en el analisis
para determinar los factores asociados a la presencia de E. necatrix se

muestran en la Tabla 10.
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Figura 23. Distribucion geografica de E. necatrix en granjas de pollos parrilleros
de Pichincha y Santo Domingo de los Tsachilas.
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Tabla 10. Factores asociados a la presencia de E. necatrix en pollos parrilleros
de la provincia de Pichincha y Sto. Domingo de los Tsachilas

\IE/arigbIg Mugstras Muggtras Frecgencia OR (95%IC) =
xplicativa analizadas  positivas %o

DEPENDENCIA

Integrado 93 42 45.2 Nivel de referencia
Independiente 66 42 63.6 2.2 (1.1-4.5) 0.02
EDAD DE LAS AVES

Mas de 46 dias 52 19 36.5 Nivel de referencia

Menos de 35 dias 54 31 57.4 2.3 (1.0-5.5) 0.01**
De 36 a 45 dias 53 33 62.7 2.8 (1.2-6.8) 0.04*

** Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.01
*Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.05

La presencia de E. praecox se identifico en 55.4% (88/159) de las muestras
(IC 95%:47.3 —63.2%) (ver Figura 24). Las variables incluidas en el analisis

se muestran en la Tabla 11.
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Figura 24. Distribucion geografica de E. praecox en granjas de pollos parrilleros
de Pichincha y Santo Domingo de los Tsachilas.
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Tabla 11. Factores asociados a la presencia de E. praecox en pollos parrilleros
de la provincia de Pichincha y Sto. Domingo de los Tsachilas

Variable Muestras Muestras  Frecuencia

o,
Explicativa analizadas  positivas % OR (95%IC) P
DEPENDENCIA
Integrado 93 43 46.2 Nivel de referencia
Independiente 66 45 68.2 2.5(1.2-5.1) 0.01™
MATERIAL DEL PISO
Cemento 78 35 449 Nivel de referencia
Tierra 81 53 65.4 2.3(1.2-4.6) 0.01™
MATERIAL SOPORTE DEL TECHO
Metal 62 26 41.9 Nivel de referencia
Madera 97 62 63.9 2.4 (1.2-4.9) 0.01™
ORIGEN DEL AGUA
Rio o canal 39 15 38.5 Nivel de referencia
Pozo 107 68 63.6 2.8 (1.2-6.4) 0.01™
Agua Potable 13 5 38.5 1(0.2-4.3) 1.00
ORIGEN DEL ALIMENTO
Fabrican 121 60 49.6 Nivel de referencia
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Compran 38 28 73.7 2.8 (1.2-7.1) 0.01™
EDAD DE LAS AVES

Mas de 46 dias 52 21 40.4 Nivel de referencia

Menos de 35 dias 54 39 72.2 3.8 (1.6-9.4) 0.00 **
De 36 a 45 dias 53 28 52.8 1.7 (0.7-3.9) 0.24

** Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.01
*Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.05

Se hall6 E. tenella en 53.6% (82/153) de las muestras analizadas (IC 95%:
45.4 — 61.6%) (ver Figura 25). Los factores analizados para determinar su

nivel de asociacion a la presencia de E. tenella se muestran en la Tabla 12.

Figura 25. Distribucion geografica de E. tenella en granjas de pollos parrilleros
de Pichincha y Santo Domingo de los Tsachilas.
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Tabla 12. Factores asociados a la presencia de E. tenella en pollos parrilleros de
la provincia de Pichincha y Sto. Domingo de los Tsachilas.

Lroria anaroness pomeas TR or@swe) P
DEPENDENCIA

Integrado 87 37 42.5 Nivel de referencia
Independiente 66 45 68.2 3.2 (1.6-6.7) 0.00 *
ORIGEN DEL ALIMENTO

Fabrican 115 50 43.5 Nivel de referencia

Compran 38 32 84.2 7.5 (2.8-23.6) 0.00*
ALPHITOBIUS DIAPERINUS

No 63 26 41.3 Nivel de referencia

Si 90 56 62.2 1.9 (1.0-4.0) 0.05*
ANTICOCCIDIALES EN AGUA

No 137 68 49.6 Nivel de referencia

Si 16 14 87.5 3.7 (1.1-16.3) 0.02*

** Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.01
*Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.05

Algunas variables se descartaron por presentar discordancia. Las variables
que estuvieron asociadas a la presencia de las especies de Eimeria fueron:
Los productores independientes presentaron mayor riesgo ante la
presencia de varias especies. De este modo, el valor de OR=2.1 veces
mas riesgo para E. acervulina (IC 95%: 1.0 — 4.7; P <0.05); 2.8 para E.
bruneti (IC 95%: 1.4 —6.1; P <0.01); 2.3 para E. necatrix (IC 95%: 1.1 —4.5;
P <0.05); 2.5 para E. praecox (IC 95%: 1.2 — 5.1 P <0.01); y 3.2 para E.
tenella (IC 95%: 1.6 — 6.7; P <0.01); comparado con los productores que
trabajan integrados.

En cuanto al material del piso, el de tierra present6 4.28 veces mayor riesgo
para E. acervulina (IC 95%: 2.0 — 9.7; P <0.01); y 2.3 para E. praecox (IC

95%: 1.2 —4.6; P <0.01), en relacién a granjas con piso de cemento.
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La estructura que soporta el techo también mostré diferencias significativas,
asi el uso de madera se asocio con 2.6 veces mayor riesgo de presentar E.
acervulina (IC 95%: 1.3 — 5.6; P <0.01) y 2.4 para E. praecox (IC 95%: 1.2
—4.9; P <0.01), comparado con la estructura de metal.

El origen del agua de bebida también marcé diferencia, asi cuando
provenia de un pozo presentd 2.8 mayor riesgo para E. acervulina (IC 95%:
1.2 - 6.5; P <0.01); 2.6 para E. maxima (IC 95%: 1.0 — 6.3; P <0.05); y 2.8
para E. praecox (IC 95%: 1.2 — 6.4; P <0.01), en relacion al agua
proveniente de rio o canal.

Comprar alimento balanceado presentdé 12.1 mayor riesgo para E.
acervulina (1C 95%: 2.9 — 108.6; P <0.01); 4.7 para E. bruneti (IC 95%: 2.1
—11.2; P <0.01); 6.9 para E. maxima (IC 95%: 1.6 — 63.1; P <0.01); 2.8
para E. praecox (IC 95%: 1.2 -7.1; P <0.01);y 7.5 para E. tenella (IC 95%:
2.8 — 23.6; P <0.01), mas probabilidad que si fabricaba o tenia relacién a
largo plazo con el proveedor de alimento.

Las granjas en las que se detecto Alphitobius diaperinus, tuvieron 2.3 veces
mayor riesgo de presentar E. maxima (IC 95%: 1.2 -7.1; P <0.05); y 2.0 E.
tenella (IC 95%: 1.0 — 4.0; P <0.05), en relacion a los que no observaron
este escarabajo.

La edad de las aves también evidencié diferencias, asi las de menor rango
etario (menores a 35 dias) presentaron 6.7 veces mayor riesgo de infeccion
por E. acervulina (IC 95%: 2.3 — 22.6; P <0.01); 4.7 para E. maxima (IC
95%:1.5-17.8; P <0.01); 2.3 para E. necatrix (IC 95%: 1.00 - 5.5; P <0.01);

y 3.8 para E. praecox (IC 95%: 1.6 — 9.4; P <0.01), mas probabilidad que
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las aves mayores a 46 dias. Las aves de edad intermedia (35 a 45 dias)
tuvieron 2.8 mayor riesgo de presentar E. necatrix (IC 95%: 1.2 — 6.8; P
<0.05), comparado con aves de mayor edad.

Las granjas que habian utilizado tratamientos anticoccidiales en el agua de
bebida por tener casos de coccidiosis clinica durante la crianza, mostraron
4.2 veces mayor riesgo de presentar E. brunetti (IC 95%: 1.4 — 13.8; P
<0.01) y 3.7 para E. tenella (IC 95%: 1.1 — 16.3; P <0.05).

El uso de cal viva en la desinfeccién del piso exhibié 3.1 mayor riesgo de
tener E. acervulina (IC 95%: 1.4 — 6.9; P <0.01) y 2.4 de E. maxima (IC
95%: 1.0 — 5.7; P <0.05), comparado con los productores que la utilizaban.
El resto de las variables analizadas no presentaron asociacion; tampoco se
hallé ninguna variable de proteccion para las especies de Eimeria spp.

El modelo final de regresion logistica binaria multivariable arrojé como
variables explicativas de riesgo ante la presencia de E. acervulina, E.
brunetti (Tabla 13), E. maxima, E. necatrix (Tabla 14), E. praecox y E.
tenella (Tabla 15), los siguientes factores: dependencia, altitud, origen del
agua, edad de las aves, tipo de galpén y material que soporta el techo.
Los resultados del modelo de regresion logistica binario multivariable
muestran que las granjas avicolas que trabajaban independiente
presentaron 2.8 (IC 95%: 1.2 — 6.4; P <0.05) mayor riesgo de tener E.
brunetti; 2.2 (IC 95%: 1.1 — 4.4; P <0.05) de presentar E. necatrix, 3.3 (IC
95%: 1.5 —-7.4; P <0.01) E. praecox y 3.7 (IC 95%: 1.8 - 7.7; P <0.01) E.
tenella, comparado con los productores que trabajaban integrados a

empresas avicolas.
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Tabla 13. Variables explicativas de riesgo para la presencia de E. acervulina 'y E.

brunetti utilizando un modelo de regresion logistica binaria multivariable.

Variable explicativa E. acervulina E. brunetti
OR (95% IC) P OR (95% IC) P

DEPENDENCIA
Integrado - Nivel de referencia
Independiente - 2.8(1.2-6.4) 0.013*
ALTITUD
Mayor a 1300msn - Nivel de referencia
Menor a 1300msnm - 5.9 (1.7-21.1) 0.005**
MATERIAL SOPORTE DEL TECHO
Metal Nivel de referencia -
Madera 3.0 (1.2-7.4) 0.016* -

** Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.01
*Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.05

Tabla 14. Variables explicativas de riesgo para la presencia de E. maximay E.

necatrix utilizando un modelo de regresion logistica binaria multivariable.

Variable E. maxima E. necatrix
explicativa OR (95% IC) P OR (95% IC) P
DEPENDENCIA

Integrado - Nivel de referencia
Independiente - 2.21 (1.1-5.0) 0.021*
TIPO DE GALPON

Cerrado Nivel de referencia -

Abierto 4.0 (1.1-13.8) 0.028* -

EDAD DE LAS AVES

Mas de 46 dias Nivel de referencia

De 36 a 45 dias 1.6 (0.6-4.3) 0.309 -

Menos de 35 dias 6.9 (1.6-30.0) 0.008** -

** Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.01
*Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.05

Las aves criadas en alturas menores a 1300 msnm mostraron 5.9 (IC 95%:

1.7 — 21.1; P <0.01) veces probabilidad de presentar E. brunettiy 3.4 (IC

95%: 1.7 — 8.2; P <0.01) de E. tenella, comparado con altitudes mayores.

Los galpones abiertos presentaron una asociacion positiva de 4.0 (IC 95%:

1.1 —13.8; P <0.05) ante la presencia de E. maxima en relacion a

los galpones cerrados, de ambiente controlado.
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Tabla 15. Variables explicativas de riesgo para la presencia de E. praecoxy E.
tenella utilizando un modelo de regresion logistica binaria multivariable.

Variable E. praecox E. tenella
explicativa OR (95% IC) P OR (95% IC) P
DEPENDENCIA
Integrado Nivel de referencia Nivel de referencia
Independiente 3.3(1.5-7.4) 0.003** 3.7 (1.8-7.7) 0.000**
ALTITUD
Mayor a 1300msnm - Nivel de referencia
Menor a 1300msnm - 3.4 (1.7-8.2) 0.005**
MATERIAL SOPORTE DEL TECHO
Metal Nivel de referencia -
Madera 3.5 (1.4-8.5) 0.005** -
ORIGEN DEL
AGUA
Rio o canal Nivel de referencia
Potable 0.8 (0.2-3.2) 0.688 -
Pozo 2.6 (1.0-6.6) 0.041* -

** Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.01
*Diferencias en las caracteristicas de la granja y/o medidas de control con valor- p < 0.05

Los galpones con estructura de madera (soporte del techo) mostraron 3.0
(IC 95%: 1.2 — 7.4; P <0.05) veces mayor riesgo de presentar E. acervulina
y 3.5 (IC 95%: 1.4 — 8.5; P <0.01) E. praecox, comparado con los galpones
que tienen estructura de metal.

El agua de bebida que proviene de pozos presentd asociacion positiva de
2.6 (IC95%: 1.0-6.6; P <0.05) ante la presencia de E. praecox, comparada
con el agua que proviene de rios o canales.

En aves de menor edad (menor a 35 dias) el riesgo se incremento 6.9 veces
(IC 95%: 1.6 — 30.0; P <0.01) para la presencia de E. maxima.

El resto de las variables analizadas no evidenciaron asociacion en este
modelo estadistico, asi como ninguna variable evaluada mostro proteccion

para la presencia de Eimeria spp.
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5. DISCUSION

La coccidiosis aviar es una infeccién parasitaria con alto impacto
econdmico en la industria avicola (Dalloul y Lillehoj, 2006; Kant y col., 2013;
Kumar y col.,, 2015; Moraes y col.,, 2015; Cervantes, 2017; Gottardo
Balestrin y col., 2021). Se ha reportado mundialmente en aves comerciales
(Kant y col., 2013; Chengat Prakashbabu y col., 2017) y continta siendo
una de las enfermedades mas costosas para la industria mencionada

(Mesa y col., 2021).

En la presente investigacidn se evidencié la presencia de Eimeria spp. en
el 100% de las muestras analizadas mediante la técnica de concentracion
por flotacion de Willis, pese a que los establecimientos avicolas
muestreados presentaban condiciones aceptables de bioseguridad.
Eimeria spp. fue el unico género parasitario hallado, lo que demuestra que
las medidas de bioseguridad no son suficientes para controlar la presencia
de este protozoo en granjas avicolas comerciales. Estos resultados
coinciden con los reportados por Haug y colaboradores (2008), quienes
hallaron entre cientos y millones de ooquistes por gramo de heces en pollos
parrilleros sin enfermedad clinica en Noruega. Cabe recordar que cada
especie presenta diferente grado de patogenicidad, y por lo tanto, diferente
carga parasitaria requerida para producir lesiones intestinales,

descamacion de la mucosa y expulsiéon de moco y/o sangre (Reid, 1990).

En Ecuador, la presencia de Eimeria spp. en pollos parrilleros comerciales

ha sido escasamente estudiada. En este sentido, Villarreal (2010)
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monitored la integridad intestinal de pollos parrilleros en la planta de
sacrificio, hallando que el 5% presentaba lesiones gastrointestinales
sugestivas de E. tenella, y el 13% lesiones macroscopicas (enteritis).
Garcés-Gudino y col. (2018) al evaluar el proceso de reciclaje de camas en
una granja de Pedro Vicente Maldonado, Pichincha, encontraron que, al
finalizar el ciclo productivo, todas las camas tenian ooquistes de Eimeria
spp. en diferentes etapas de desarrollo. La coccidiosis aviar también fue
reportada en el archipiélago de Galapagos, Ecuador por Whitehead y col.
(2018), quienes evaluaron sanitariamente aves comerciales introducidas
por el posible riesgo de contaminacion de aves silvestres, detectando
ooquistes de Eimeria spp. en heces en ocho de las trece granjas

analizadas.

Se ha reportado una alta prevalencia de Eimeria spp. en granjas avicolas
comerciales de Holanda (Veen y col., 2016), Reino Unido, Irlanda, Africa y
Asia (Pegg y col., 2018). En Rumania se reporté 91% de prevalencia
(Gyorke y col., 2013), en China 97.2% (Geng y col., 2021), en la regién
norte de India 81.3% (Kumar y col., 2015); mientras que en Etiopia se
observo 42.2% (Wondimu y col., 2019). En aves de traspatio del norte de

India se report6 28.5% de prevalencia (Khursheed y col., 2022).

En paises como México, pese al uso y rotacién de drogas anticoccidiales
en el alimento, se ha reportado la presencia de Eimeria spp. en 100% de
las granjas muestreadas (Moreno y Ibarra, 2002), al igual que en los

estados de Tocantins (Toledo y col., 2011) y Bahia (Carvalho y col., 2011),
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Brasil. En el estado de Santa Catarina, la frecuencia fue 96% (Moraes y
col., 2015). En Argentina se informé 88.37% (McDougald, 1998), y en
Colombia 92.8% (Mesa y col., 2021). En galpones con ambiente controlado
de Brasil se ha reportado 87.5% de prevalencia de Eimeria spp. (Gottardo
y col., 2021). Gazoni y colaboradores (2021) informaron la presencia de
coccidiosis subclinica en la industria avicola brasilefia, durante los ocho

anos que duro su investigacion.

A pesar de la escasa informacion publicada sobre esta infeccién en
Ecuador, todos los productores tienen conocimiento de su existencia y las
pérdidas econdmicas que conlleva. Posiblemente este sea el motivo por el
cual mantienen medidas profilacticas permanentes. Asi, 97% de los
consultados usan programas anticoccidiales en el alimento, mientras que
3% de ellos maneja vacuna anticoccidial para prevenir pérdidas
economicas. Esta informacion coincide con Mesa y colaboradores (2021),
quienes reportaron que en Colombia el uso de anticoccidiales en el
alimento es el principal método profilactico, mientras que el uso de vacuna

es poco frecuente.

En los anos 50 la coccidiosis era probablemente la enfermedad mas temida
(Reid, 1990). Los primeros anticoccidiales usados como alternativa de
prevencion y profilaxis fueron presentados a la industria avicola en 1948
(Chapman, 2009, 2014). Este descubrimiento y la generalizacion de la
quimioterapia preventiva contribuyeron al control de estos protozoarios y el

desarrollo de la industria avicola en EEUU (Reid, 1990). De ahi en mas, se
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han convertido en un aspecto relevante en la industrializacion y desarrollo
de los sistemas de crianza de pollos mundial a nivel intensivo (Chapman,
2009, 2014). De esta manera, son una alternativa ampliamente utilizada en
la industria avicola, por su bajo costo y eficacia comprobada en la
produccion comercial de pollos parrilleros (Dalloul y Lillehoj, 2005). En las
ultimas décadas, su uso se transformo en la estrategia mas popular para la
prevencion de coccidiosis aviar (Dalloul y Lillehoj, 2006, Chapman vy col.,
2013). Asi, segun Agri Stats Inc. en EEUU, la adicion de anticoccidiales en
el alimento varia entre 70 y 98%, dependiendo de la estacion del afo,
informacion comparable a lo que ocurre alrededor del mundo (Chapman y
col.,, 2013). Sin embargo, también se ha evidenciado la resistencia a
productos anticoccidiales (Snyder y col., 2021), dado que la mayoria de los
medicamentos ya no son tan efectivos como al momento de su introduccién
al mercado (Chapman y col., 2013); hecho demostrado en diversas
investigaciones (McDougald y col., 1987; Arabkhazaeli y col., 2013; Tan y

col., 2017; Ramey y Ahlstrom, 2020; Mesa y col., 2021; Snydery col., 2021).

El uso comercial de las vacunas anticoccidiales tiene mas de 50 afios, sin
embargo, en Ecuador su uso no esta generalizado por el elevado costo y
la complejidad en el manejo post-vacunal. La distribucion de los ooquistes
durante la vacunacién puede no ser uniforme, y algunas aves no recibir
suficiente cantidad de ooquistes vacunales (Jenkins, 2019). En el primer
contacto con los ooquistes, no necesariamente producen inmunidad, sino
que requieren mas pases en las aves (Bruzual y Marton, 2022). De esta

manera, las aves que no recibieron la cantidad suficiente de ooquistes en
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la vacunacion, se inmunizan con los ooquistes eliminados por las aves que
si fueron vacunadas. Pero para ello, los ooquistes deben estar esporulados.
En condiciones de camas muy secas, la esporulacion de los ooquistes es
menor (Price y col., 2014), con lo que, la inmunizacion de todas las aves en
un segundo o tercer ciclo no seria efectiva. Por otro lado, si la humedad es
muy alta, la esporulacion es exagerada, llegando a complicar la reaccién
vacunal por producir coccidiosis clinica (Bruzual y Marton, 2022). Ambos
panoramas fueron expuestos por la unica empresa participante de la
presente investigacion que ha utilizado vacunas por mas de 10 anos

consecutivos (Baez, Juan Carlos — resultados no publicados).

Por otra parte, en Bolivia se ha reportado que el uso de vacunacion en
comparacion con el uso de anticoccidiales es mas costoso (Ayala y

Gonzales, 2008).

Segun Del Cacho (2013), la resistencia a los anticoccidiales no es
genéticamente estable, por lo que al usar vacunas anticoccidiales por
varios ciclos consecutivos, las poblaciones resistentes de las granjas
avicolas desaparecen o son desplazadas por poblaciones sensibles
provenientes de las vacunas anticoccidiales. Chapman y colaboradores
(2010) propusieron que la mejor estrategia es alternar el uso de
anticoccidiales y vacuna anticoccidial. En algunos estudios se ha
evidenciado una parcial restauracién de sensibilidad a drogas posterior al

uso de vacunas anticoccidiales (Chapman y col., 2013).
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A través de la técnica de Mac Master modificada, se cuantificé la carga
parasitaria de Eimeria spp., obteniendo valores que oscilaron entre 25 y
69.900 OPG. Esos valores fueron medidos en la ultima semana de
permanencia de las aves en las granjas, demostrando que la carga
parasitaria varid considerablemente. Del mismo modo, en un estudio
realizado en Pedro Vicente Maldonado, Pichincha, se reportaron valores
entre 1.083 y 6.717 OPG, pese a que el muestreo se realizé en la misma
granja, con similares condiciones de manejo, bioseguridad, medidas
profilacticas y rango etareo de las aves (Garcés-Gudifio, 2018). En
Argentina también se reportaron valores entre 138 y 415.800 OPG
(McDougald y col., 1987). Se ha descripto la asociacion entre la carga
parasitaria de Eimeria spp. y los parametros productivos. En Noruega,
cargas mayores a 50.000 OPG en el momento del sacrificio de las aves,
presentaron menores parametros productivos (9% menor indice de
produccion europeo) (Haug y col., 2008). Snyder y colaboradores (2021)
reportaron que la carga parasitaria puede estar afectada por variados
factores, entre ellos, diferentes niveles de sensibilidad a los anticoccidiales.
Después de usar vacunas anticoccidiales, hallaron niveles inferiores de
OPG y mejoria en la sensibilidad a los anticoccidiales. Por lo tanto, el rango
amplio en la carga parasitaria de Eimeria spp. también podria estar
influenciado por el uso de anticoccidiales, tanto por el tipo de farmaco

especifico, como por el programa utilizado.

En la presente investigacibn no se pudo establecer qué programas

anticoccidiales se utilizaban, el tiempo de retiro, ni la rotacién de los
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principios activos, porque los entrevistados lo desconocian o tenian
informacion errénea. Este hecho coincide con lo reportado por Mesa y
colaboradores (2021), quienes al realizar su investigacion en Colombia no
pudieron determinar los farmacos anticoccidiales usados, por similares
razones. Sin embargo, reportaron que el plan basico fue la administracién
de iondforo en la etapa de crecimiento (1 a 21 dias de edad) y una
combinacion de iondforo con quimico para la siguiente etapa (21 a 42 dias

de edad).

Para Hodgson (1970) no es posible indicar la cantidad de ooquistes
necesarios para producir coccidiosis clinica. Sin embargo, conocer la carga
parasitaria seria de utilidad para evaluar los programas de control, si se
realizan con intervalos en el mismo lote. Por otro lado, es importante
recordar que la presencia de Eimeria spp. es considerada un factor

predisponente para la clostridiosis (Gazoni y col., 2021).

Haug y colaboradores (2008) realizaron dos investigaciones (2000 y 2003)
en granjas comerciales. En la primera, observaron que el indice de
eficiencia europeo disminuy6 9% cuando el OPG era mayor a 50.000 OPG;
pero en el segundo estudio, el valor de OPG no presentd reduccién. Ellos
concluyeron que la diferencia se debié a los cambios observados en la
composicién de especies de Eimeria spp. En el primero predominaban
ooquistes medianos y grandes, mientras que, en el segundo, ooquistes
pequefios. También Gazoni y colaboradores (2021) reportaron

fluctuaciones anuales entre especies de Eimeria spp. en granjas
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comerciales. Por lo dicho, es importante conocer tanto la carga parasitaria

como la composicion de especies de Eimeria spp. (Jenkins y col., 2017).

En esta experiencia, no se observd asociacion entre la carga parasitaria y
la presencia de ninguna de las especies de Eimeria estudiadas. Es
importante recordar que cada especie tiene diferentes niveles de

patogenicidad y ciclo merogonico (De Franceschi, 2011; Reid, 1990).

Salinas y colaboradores (2001) hallaron una correlacion moderada entre la
carga parasitaria de Eimeria spp. y las lesiones intestinales macro y
microscopicas. Por otra parte, Lee y colaboradores (2012) concluyeron que
los programas anticoccidiales de campo influyen en la carga de Eimeria

spp. y modulan la respuesta inmune del hospedador.

Sin embargo, Chapman y Johnson, (1992) reportaron que la cantidad de
ooquistes no estuvo relacionada con el peso corporal ni la conversion
alimenticia de las aves. Por lo tanto, el conocimiento de la carga parasitaria
no seria suficiente; es necesario conocer las especies presentes y su
abundancia relativa, por la diferencia en el grado de patogenicidad que

presentan las distintas especies.

Tradicionalmente los programas anticoccidiales se suelen comparar a
través de la evaluacién de los parametros zootécnicos obtenidos. Sin
embargo, los valores de OPG podrian ser usados como referencia en los
cambios de programas anticoccidiales. Jenkins y colaboradores (2017)
concluyeron que se puede calcular la efectividad de las medidas de control

(programas anticoccidiales o vacunacion), a través del conocimiento de la
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dinamica de Eimeria spp., teniendo en cuenta los hallazgos de ooquistes y

la composicion de especies.

También es importante recalcar que en la presente investigacion se
cuantifico el total de ooquistes no esporulados de Eimeria spp. en heces
frescas, por lo que no se pudo diferenciar su morfologia, tamafo, o algun
aspecto que pueda contribuir con la identificacion de especies. Cuando se
procedio a cultivarlas en dicromato de potasio al 2%, se pudo evidenciar
una reduccion importante en la cantidad de ooquistes, pocos lograron
esporular. Como se menciond anteriormente, las muestras fueron
congeladas por coincidir con la pandemia COVID 19, razén por la cual se

usaron ooquistes no esporulados de heces frescas.

Los resultados obtenidos a través microscopia fueron confirmados
mediante PCR, ya que al usar el gen 18S para Eimeria spp., todas las
muestras resultaron positivas. Los amplicones de parte de estas muestras
fueron secuenciados, detectando E. acervulina, E. maxima, E. praecox y E.
tenella. Ademas, los resultados arrojaron especies de hongos, vegetales,
como arroz y maiz; esto debido a la falta de especificidad del gen 18S y por
no separar los ooquistes de las heces. Por otro lado, en la vacuna Coccivac
D2®, usada como control positivo, inesperadamente se hallé E. praecox,
no mencionada como componente de dicha vacuna, mientras que E.

brunetti (componente de la vacuna), estuvo ausente.

Todas las muestras fueron analizadas a través de PCR especifica para las

especies E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. necatrix, E. praecox y E.
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tenella, se identificaron entre una y seis especies por muestra. Las
combinaciones mas comunes fueron: E. acervulina, E. maxima, E. necatrix
y E. praecox presente en el 23.9% de las muestras, seguida de E. tenella,
como unica especie, identificada en el 10.7 de las muestras. La
combinacion E. acervulina, E. maximay E. praecox se encontré en el 8.8%;
E. tenellay E. brunetti en el 6.9%; mientras que E. acervulina, E. maximay

E. necatrix en el 5.6%.

La prevalencia de E. acervulina fue 70.6% (IC: 62.6 - 77.5), en of|tras
investigaciones se reportaron prevalencias mayores. Asi, en Brasil 89%
(Gottardo y col., 2021), en Argentina 93% (McDougald y col., 1987), en
Romania 91% (Gyorke y col., 2013), en Grecia 79.3% (Andreopoulou y col.,
2022). En Nigeria se reportd una prevalencia similar a nuestros resultados,
68.4% (Djemai y col.,, 2022). Estos resultados coinciden con otras
investigaciones que sefalan que E. acervulina y E. maxima son las
especies mas detectadas a nivel mundial (Conway y Mckenzie, 2007;
Gazoni y col., 2020, 2021). Sin embargo, en Colombia hallaron 35% de
prevalencia (Mesa y col., 2021), mientras que en aves de traspatio del norte

de India se encontré 24% de prevalencia (Khursheed y col., 2022).

Eimeria brunetti presentd la menor prevalencia, 30.8% (IC: 23.9 — 38.7). Sin
embargo, este valor fue mayor que el reportado en Brasil, 4.7% (Gottardo
y col., 2021), 5% en Argentina (McDougald y col., 1987), 2.1% en Nigeria
(Djemai y col., 2022) y el 4% reportado en aves de traspatio en el norte de

India (Khursheed y col., 2022). En contraparte, consideran que la presencia
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de E. brunetti esta generalizada en Japon, con una prevalencia de 51.5%

(Matsubayashi y col., 2020).

La prevalencia calculada para E. maxima es 80.4% (IC: 73.0 - 86.2), valor
superior al reportado en Brasil, 70.3% (Gottardo y col., 2021), Nigeria 69%
(Djemai y col., 2022), Argentina 42% (McDougald y col., 1987), Romania
22% (Gyodrke y col., 2013); en aves comerciales de Colombia 20.4% (Mesa
y col., 2021), y en aves de traspatio en el norte de India,16% (Khursheed y
col., 2022). Esta especie tiene gran importancia, se relaciona con
coccidiosis y grandes peérdidas econdmicas en granjas avicolas

comerciales (Cervantes, 2017).

Eimeria necatrix present6 una prevalencia de 52.2% (IC: 44.2 - 60.1), valor
superior comparado con otras investigaciones. En Nigeria se reporté una
prevalencia de 11.2% (Djemai y col., 2022); en Colombia fue la especie con
menor prevalencia (Mesa y col., 2021) y en Argentina no fue reportada en
pollos parrilleros (McDougald y col., 1987). La presencia de E. necatrix es
menos probable que el resto de las especies, normalmente se asocia con
aves adultas, gallinas (Conway y Mckenzie, 2007). Posiblemente sea
menos frecuente en pollos parrilleros por el corto tiempo de vida. Por otra
parte, esta especie es mas comun en regiones tropicales (Conway vy
Mckenzie, 2007). Es posible que esto justifique nuestros resultados, ya que
77% de las granjas evaluadas estuvieron ubicadas en altitudes inferiores a
1300 msnm. En Brasil no reportaron la presencia de E. necatrix en pollos

parrilleros (Gottardo y col., 2021). En Henan y Hubei, China, las granjas
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con aves autéctonas tuvieron mayor riesgo de presentar esta especie
(Geng, y col., 2021). También se reportd 36% de infecciones por E. necatrix
en aves de traspatio en India (Khursheed y col., 2022). Cabe sefnalar que
E. necatrix es una de las especies mas patdégenas (Geng, y col., 2021),
afecta el crecimiento de las aves (Conway y Mckenzie, 2007), y esta
relacionada con pérdidas econémicas (Cervantes, 2017), por lo que se

deberian tomar precauciones para evitar su presencia en pollos parrilleros.

La prevalencia de E. praecox fue 55.4% (IC: 47.3 — 63.2). En Argentina se
reportd 56% (McDougald y col., 1987), 13% en Romania (Gyoérke y col.,
2013), 4.3% en Nigeria (Djemai y col., 2022), mientras que en Brasil no fue
reportada (Gottardo y col., 2021). En aves de traspatio de India se detectd
16% (Khursheed y col., 2022). Debido a que actualmente se la relaciona
con mayor patogenicidad que la anteriormente reportada, esta especie ha

adquirido mayor interés (Répérant y col., 2011).

Eimeria tenella mostré 53.6% (IC: 45.38 - 61.63) de prevalencia. En Grecia
reportaron una frecuencia mayor, 65.5% (Andreopoulou y col., 2022), sin
embargo, en Brasil obtuvieron una prevalencia menor, 46.9% en pollos
parrilleros comerciales (Gottardo y col., 2021). En Colombia 30.9% (Mesa
y col., 2021), en Argentina 14% (McDougald y col., 1987), en Nigeria 8%
(Djemai y col., 2022), mientras que en aves de traspatio de India 16%
(Khursheed vy col., 2022). No obstante, fue la especie mas prevalente en
Kwara Central, Nigeria (Ola-Fadunsin y col., 2019). Eimeria tenella es una

de las especies que causa mayores pérdidas economicas (Cervantes,
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2017), llegando a reducir entre 15 y 25% el peso de las aves (Conway y

Mckenzie, 2007).

El 3% de las granjas analizadas (6 granjas) usaban como medida
profilactica vacunacién anticoccidial (Fortegra, MSD), que contiene
ooquistes vivos de E. acervulina, E. maxima y E. tenella; la aplicacion se
realizaba al primer dia de edad, en la incubadora. Las especies halladas a
campo fueron: E. acevulina 50% (3/6), E. brunetti 50% (3/6), E. maxima
83% (5/6), E. necatrix 50% (3/6), E. praecox 50% (3/6) y E. tenella 83%
(5/6). Esto demuestra que el manejo de la vacuna no fue el adecuado, ya
que sélo en el 50% de las muestras (3/6) se encontraron las tres especies

vacunales en la fase final de crianza.

Se ha informado que las vacunas veterinarias pueden tener una eficacia
limitada por varios factores. En algunos casos (Ej.: Streptococcus suis,
virus de la influenza porcina, Eimeria spp.), las cepas vacunales pueden no
ser una buena decision frente a las cepas de campo (Hoelzer y col., 2018).
Jenkins y col. (2017), al analizar una granja durante 4 ciclos de vacunas,
observaron un incremento del OPG, por lo que infieren una pobre cobertura
vacunal. Ademas, en esta investigacion no encontraron diferencias en la
composicién de especies al usar vacunas o quimioprofilaxis. Por otro lado
es importante recordar que las aves requieren de 3 a 4 ciclos consecutivos
para el desarrollo de inmunidad; para ello es necesario que las condiciones
ambientales del galpén permitan la esporulacion (Bruzual y Marton, 2022).

De esta manera, los proveedores de vacunas en su hoja técnica indican
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que las vacunaciones en campo rara vez producen una proteccion
completa en todas las aves de un mismo grupo y por eso, sugieren usar un
programa de vacunacion perioddica (Salud Animal MSD, 2021). Por lo tanto,
el uso de vacunas debe recibir un monitoreo constante, ya que una
deficiencia en el almacenamiento, aplicacion, o manejo postvacunal puede
resultar en una respuesta inmune insuficiente o coccidiosis clinica (Mora,

2022).

Por otra parte, estos resultados muestran que la vacuna no protege contra
las otras especies de Eimeria, informacién que coincide con otras
investigaciones que mencionan que no hay proteccion cruzada entre

especies (McDonald y Shirley, 2009; Cervantes, 2017).

Por su parte, Peek (2010), informd que al usar vacuna anticoccidial se
obtuvo proteccion completa contra el desafio de E. acervulina, proteccion

cruzada parcial para E. tenella y sin proteccion para E. maxima.

En cuanto a los diferentes métodos de diagndstico usados, se podria
afirmar que no son comparables, ya que cada uno tiene un objetivo
diferente. La técnica de flotacion de Willis, s6lo contribuye a conocer la
presencia o ausencia de Eimeria spp. La técnica de Mac Master modificada
evalua la carga parasitaria sin distinguir las especies de Eimeria presentes.
Este método es usado tipicamente para evaluar la eficiencia de los
diferentes anticoccidiales y los programas anticoccidiales profilacticos, en
conjunto con la exploracién de lesiones intestinales y la evaluacién de los

parametros productivos (Conway y McKenzie, 2007).
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Para las granjas avicolas, las necropsias y la busqueda e identificacion de
lesiones intestinales en sitios especificos, continuan siendo la principal y
mas practica forma de diagnosticar coccidiosis (Chapman y col., 2013). En
este sentido, la especificidad del sitio de invasion puede contribuir a la
presuncion de la especie infectante, diagndstico que debe ser corroborado
microscopicamente con el tamafo y forma de los ooquistes (Conway vy
Mckenzie, 2007; Chapman y col., 2013). Generalmente, la identificacion de
especies de Eimeria se realiza a través de varios criterios que incluyen: el
periodo de prepatencia, el tiempo minimo de esporulacion (Mattiello y col.,
2000; Chapman y col., 2013), la localizacion tisular de formas parasitarias
(Gazoni y col., 2020) y la especificidad inmunoldgica (Chapman y col.,
2013). Conocer con precision qué especie de Eimeria esta presente,
contribuiria en el manejo y prevencion de la enfermedad, como por ejemplo
la decisién de mantener o cambiar el anticoccidial (Chapman y col., 2013).
El diagndstico y caracterizacion genética de las diferentes especies de
Eimeria son fundamentales para la prevencion, la vigilancia y el control de

la coccidiosis (Morris y Gasser, 2006).

La identificacién de especies se puede realizar a través del diagnéstico
morfolégico de ooquistes esporulados, en este caso se consideran la forma
y el tamafo de los ooquistes. Sin embargo, por la subjetividad inherente al
método, es importante contar con personal calificado (Chapman y col.,
2013). Castaindn y colaboradores (2007), reportaron el desarrollo de
COCCIMORPH, un sistema de reconocimiento de imagenes digitales de

ooquistes de Eimeria, que caracteriza la curvatura, tamafo, simetria y
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cuantificacion de la estructura interna. Kumar y colaboradores (2014),
consideran que este método es una valiosa herramienta de diagnodstico. No
obstante, no pudieron identificar correctamente algunas especies. Sin
embargo, esta puede ser una herramienta valiosa para la evaluacion
preliminar en la deteccién e identificacion, la misma que debera ser
confirmada a través de microscopia o validacién molecular. En la presente
investigacion no fue posible realizar estas pruebas diagnosticas por los

factores ya mencionados.

Las técnicas de biologia molecular son herramientas robustas, directas y
de facil interpretacion (Kumar y col., 2014). El método de PCR es
ampliamente usado en la identificacién de las siete especies de Eimeria en
pollos parrilleros (Haug y col., 2007). A pesar de que estas técnicas son
consideradas el “estandar de oro” en la deteccion de varios patdgenos, el
costo de equipos, reactivos requeridos, y la necesidad de contar con
personal capacitado, limitan su uso rutinario en paises como Ecuador. Se
espera que, con la reducciéon de sus costos a través del tiempo, estas
técnicas de diagnostico puedan ser integradas como parte rutinaria en el
control de la coccidiosis (Kumar y col., 2014). A su vez, la caracterizacion
genética podria contribuir a solucionar los problemas de resistencia a los

anticoccidiales (Morris y col., 2007).

Con los datos obtenidos en las encuestas epidemioldgicas se establecieron
factores de riesgo. Aunque la totalidad de empresas relevadas se

encuentran categorizadas como granjas comerciales, de acuerdo con la
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clasificacion dada por Agrocalidad, Agencia de Regulacién y Control Zoo y
Fitosanitaria de Ecuador; tienen establecidos rigurosos programas de
bioseguridad en general. A pesar de contar con programas de prevencion
de coccidiosis (97% a través del uso de anticoccidiales y 3% a través de

vacunacion), las aves fueron positivas a la presencia de Eimeria.

Los productores que trabajan independientemente, no integrados,
estuvieron relacionados con mayor OPG, y mayor riesgo de infecciones por
E. acervulina, E. brunetti, E. necatrix, E. praecox y E. tenella. Este grupo de
productores avicolas tiende a comprar sus insumos dando prioridad al
costo ofrecido y a las formas de pago; dejando de lado el asesoramiento
técnico y otros beneficios que ofrecen las empresas integradoras. Esto
estaria en concordancia con lo expuesto por Fatoba y Adeleke (2018),
quienes sefalan que la coccidiosis esta asociada a sistemas de gestidn
deficientes en la crianza de aves. Estos resultados también concuerdan con
Wondimu y colaboradores (2019), quienes afirmaron que el manejo
adecuado esta relacionado con menor carga parasitaria y mejores

parametros productivos.

El tamafio o capacidad de la granja no present6 asociacion estadistica con
la carga parasitaria ni con la prevalencia de las especies de Eimeria. Sin
embargo, en sistemas extensivos, Andreopoulou y colaboradores (2022),
hallaron diferencias significativas entre los sistemas de produccion y la

capacidad de las granjas en Grecia. Del mismo modo, Ola-Fadunsin y
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colaboradores (2019), reportaron que el tamafio de las granjas se asocio

con la prevalencia de Eimeria spp. en Nigeria.

Las granjas ubicadas a menos de 1300 msnm presentaron mayor nivel de
OPG. Estos resultados coinciden con Biswas y colaboradores (2010),
quienes sefalaron que la altitud es un factor ambiental natural que afecta
la abundancia de los parasitos. A mayor altitud se prevé menor cantidad de
parasitos, debido a factores ambientales estresantes que reducen su
transmision. Es posible que las caracteristicas de los pisos altitudinales de
las zonas estudiadas de Ecuador interfieran en la esporulacion de los
ooquistes de Eimeria. Asi, los pisos altitudinales inferiores (zonas
subtropicales), se caracterizan por presentar mayor humedad relativa y
mayor temperatura ambiental (Instituto Nacional de Meteorologia e
Hidrologia, 2017), condiciones que podrian favorecer la esporulacion de los
ooquistes de Eimeria en granjas ubicadas a menor altitud, comparado con
los pisos altitudinales superiores (mayor a 1300 msnm). Chapman y
Johnson (1992) reportaron que la cantidad de ooquistes de Eimeria esta
relacionada positivamente con la humedad de cama. Esto lo confirmaron
Khursheed y colaboradores (2022) y Moreno e Ibarra (2002), quienes
informaron que aves criadas con mayor humedad relativa ambiental
tuvieron mayor excrecion de ooquistes, comparado con las condiciones de

verano.

Por el contrario, Venkateswara y colaboradores (2015) sefalaron que las

condiciones climaticas humedas retrasaron el tiempo de esporulacion;
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mientras que los climas secos con camas humedas constituyeron la

condicion ideal para una rapida esporulacion.

En Ecuador, las aves criadas en mayor altitud son sometidas a una
restriccion o control alimenticio, con el propdsito de reducir los efectos
negativos de tal crianza, como la presentacion de sindrome ascitico, muerte
subita y enfermedades metabdlicas (Baghbanzadeh y Decuypere, 2008).

Esta practica hace que el ave alcance su peso de mercado a mayor edad.

Segun Blake y Tomley (2014), la coccidiosis tiene alto impacto en la
industria avicola, ya que la transmision de parasitos se ve favorecida por
alta densidad de aves susceptibles. En la presente investigacion, la
densidad de poblacion, expresada tanto en kilogramos de aves por metro
cuadrado, como en cantidad de aves por metro cuadrado, no mostrd
diferencias estadisticas. Estas densidades fueron cercanas a las 12 a 14
aves por metro cuadrado, observadas usualmente en Colombia (Mesa y
col., 2021. Lépez-Lopez y Sarmiento-Franco (2022), expresaron que, a
mayor densidad de poblacién, se incrementa la humedad de la cama. Sin

embargo, ellos tampoco encontraron diferencias con los valores de OPG.

Al analizar la estructura de las granjas: tipo de galpén, ventilacién, material
del techo, e iluminacion, no se determiné asociacién con el OPG ni con las
especies analizadas. Sin embargo, Gottardo y colaboradores (2021),
observaron que los galpones de ambiente controlado y ventilacion negativa
tenian menor prevalencia de Eimeria spp., comparado con los galpones de

ventilacion natural. Del mismo modo, Chengat y colaboradores (2017),
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encontraron diferencias entre las granjas evaluadas en el sur, pero no en
el norte de la India. Reportes que coinciden con Wondimu y colaboradores
(2019), quienes sefalaron que las condiciones de alojamiento influyen en

la carga parasitaria de Eimeria spp.

La presencia de E. acervulina y E. praecox fue mas probable en granjas
con galpones de madera y pisos de tierra; esta ultima caracteristica también
estuvo relacionada con mayor OPG. Los ooquistes esporulados son
altamente resistentes a las condiciones ambientales (Barragan, 2006). En
este sentido, se demostré una supervivencia de 602 dias en el suelo en el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos en Beltsville, Maryland

(Reid, 1990).

Tanto la madera como el piso de tierra son caracteristicas estructurales que
estan relacionadas con menor higiene, es posible que los ooquistes
sobrevivan en grietas durante mucho tiempo. Reportes experimentales
indican que luego de 54 dias los ooquistes esporulados se encuentran
intactos en el ambiente (Williams, 1995) y logran sobrevivir por semanas

en condiciones Optimas (Ayala y Gonzales, 2008).

En esta investigacion no se hall6 asociacion entre los diferentes
sanitizantes usados en el agua (derivados de cloro y perdxido) y coccidiosis
aviar. Estudios in vitro sobre inactivacion y destruccion de ooquistes no
esporulados usando diferentes productos: Glutaraldehido 42.5g, cloruro de
benzalconio 7.5g, sal de amonio cuaternario, formol 37%, sulfonato de

sodio 12%, hipoclorito de sodio 2%, ortodiclorobenceno 60%, xileno 30%,
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cloruro de sodio, cloramina, yodo libre 2.3%, acido fosférico 15g, entre
otros; lograron reducir hasta 79.5% de ooquistes con la mejor combinacién
(Guimaraes y col., 2007). Por otra parte, Neretti y colaboradores (2018),
reportaron la inactivacion de ooquistes esporulados mediante el uso de
plasmas de descarga de barrera dieléctrica de aire a presion. Por lo
expuesto, dificilmente se esperaria un efecto en la inactivacion de los

ooquistes en el agua de bebida mediante el uso de sanitizantes comunes.

El uso de agua potable del sistema publico no presenté niveles de
proteccion. Sin embargo, cuando el agua de bebida provenia de pozos
(aguas subterraneas), se asocié con mayor OPG y presencia de E.
acervulina, E. maximay E. praecox. Las aves infectadas eliminan ooquistes
de Eimeria spp. a través de sus heces, que contaminan el agua, el alimento
y el suelo (Peek, 2010; Gharekhaniy col., 2014; Shivaramaiah y col., 2014).
Por lo que es probable que las aguas subterraneas estén contaminadas y
los métodos de potabilizacién usados no eliminen los ooquistes de Eimeria.
En cuanto al tipo de bebederos usados, tampoco se encontraron

diferencias significativas entre los sistemas abiertos y cerrados.

Respecto al alimento, no se evidenciaron diferencias en la presentacion,
oferta de alimento, ni en el tipo de comedero utilizado. Cuando se analizé
la procedencia del alimento, se observd que la compra del alimento
indistintamente, sin relacién alguna con el proveedor, se asocié con mayor
OPG y con la presencia de E. acervulilna, E. brunetti, E. maxima, E. praecox

y E. tenella. La ausencia de una relacién a largo plazo con los proveedores,
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implica el desconocimiento y principalmente la falta de control de los
programas anticoccidiales. Esta podria ser la principal razén por la que este

grupo de productores presentd mayor riesgo de coccidiosis.

Stephan y colaboradores (1997), encontraron un alto porcentaje de
resistencia a los anticoccidiales en aislamientos de campo, principalmente
multiresistencias, concluyendo que es un fendémeno generalizado. Por otra
parte, Gyorke y colaboradores (2013), reportaron que la alta prevalencia de
E. acervulinay E. tenella hallada en su investigacidon podria asociarse a una
susceptibilidad reducida a los farmacos anticoccidiales. Segun el analisis
genético realizado por Tan y colaboradores (2017) en Hubei, China, se
detectaron polimorfismos genéticos estrechamente relacionados con la
distribucion regional y la sensibilidad a los anticoccidiales. Es posible que
estos resultados estén relacionados a multiresistencias en las granjas
avicolas que compran indistintamente el alimento balanceado. También se
pudo evidenciar que la mayoria de los trabajadores de las granjas
desconocian el programa anticoccidial que estaban usando. Seguramente
esta informacion no estaba a su alcance. Por lo tanto, dificilmente tendrian
establecido un programa de uso y rotacién de anticoccidiales, que evitaria

la presentacion de resistencia por sobreexposicion.

En la industria avicola el principal método profilactico es la quimioterapia,
pero la resistencia a los medicamentos es un problema grave (McDonald y
Shirley, 2009). Segun Del Cacho (2013), para evitar la aparicion de

resistencias se han propuesto dos sistemas. El primero es el uso rotacional
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de principios activos cada 4 a 6 meses, y el segundo, un sistema dual, que
consiste en cambiar el coccidiostatico a la mitad del ciclo de cria. Otra
alternativa es alternar el uso de anticoccidiales con la vacuna anticoccidial
(Chapman et al., 2010). Las vacunas pueden inducir inmunidad altamente
protectora, pero especifica para cada especie (McDonald y Shirley, 2009;
Cervantes, 2017). Con el uso de vacunas anticoccidiales se ha evidenciado
una restauracion parcial de la sensibilidad a drogas posterior a su uso
(Peek y Landman, 2006; Chapman y col., 2013; Snyder y col., 2021). Una
alternativa viable para estos avicultores seria el uso de vacuna
anticoccidial, o la realizacion de pruebas de sensibilidad a los
anticoccidiales. En esta investigacion, no se pudo conocer el tiempo de
retiro de estos farmacos; posiblemente esta practica no se esté realizando

en todas las granjas.

Durante el estudio no se evidenciaron signos ni sintomas de coccidiosis,
sin embargo, 11.3% de los avicultores entrevistados indico haber usado
tratamientos anticoccidiales por observacién de coccidiosis clinica durante
la fase de crecimiento (3ra y 5ta semana de edad). Este grupo también
mostré mayor riesgo de presentar E. brunettiy E. tenella. La coccidiosis es
una infeccion en la que comunmente estan involucradas varias especies
(Conway y McKenzie, 2007; Ojimelukwe y col., 2018; Andreopoulou y col.,
2022; Djemai y col., 2022). Se han reportado infecciones mixtas, siendo E.
acervulina, E. maxima y E. tenella la combinacion mas frecuente (Gazoniy
col., 2021; Mesa y col., 2021; Flores y col., 2022), por lo que seguramente

la coccidiosis indicada por los productores haya sido multiespecie.
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De acuerdo con los datos recabados mediante la encuesta epidemioldgica,
el 61% de los entrevistados que usaron tratamiento anticoccidial (11/18)
indicé el farmaco usado. El anticoccidial oral mas usado fue toltrazuril
(25g/L) (8/18), seguido de la combinacion de sulfonamida vy
diaminopirimidina (sulfamonometoxina 800g trimetoprim 200g/kg) (3/18). El
resto de entrevistados (7/18) no proporciond informacion sobre las drogas
usadas. Ojimelukwe y colaboradores (2018), reportaron que luego de la
administracién de toltrazuril E. tenella predominaba en las granjas avicolas,
manteniendo las lesiones cecales tipicas de esta especie; lo que revelo la
resistencia a este farmaco. Estos resultados fueron corroborados con las
pruebas AST (prueba de sensibilidad anticoccidial), ACI (indice
anticoccidial) y POAA (porcentaje 6ptimo de actividad anticoccidial), ya que
el aislado de Eimeria también presentd sensibilidad reducida a este
farmaco. Por otra parte, Odden y colaboradores (2018), también
encontraron resistencia a este farmaco en Eimeria de ovinos. Alnassan y
colaboradores (2013), reportaron que el toltrazuril actua como profilactico,
pero su efecto fue minimo durante la infeccidn. Estas investigaciones
concuerdan con la nuestra. Flores y colaboradores (2022), encontraron una
fuerte resistencia a toltrazuril, clopidol, diclazuril, maduromicina, monensina
y salinomicina en aislados de campo de Korea. Por otro lado, Lan y
colaboradores (2017), al revisar la resistencia de varios anticoccidiales,
entre ellos sulfamonometoxina/trimetoprim, encontraron multiresistencias a
la mayoria de los farmacos probados. Ellos concluyeron que este hallazgo

es una amenaza potencial para la avicultura. Posiblemente los resultados
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obtenidos en esta investigacion se deban a multiresistencias generadas por

el uso indiscriminado de medicamentos anticoccidiales.

Segun Soulsby (1987), los pollos jovenes son mas vulnerables a padecer
coccidiosis. Sin embargo, cuando las gallinas adultas tienen contacto con
ooquistes de Eimeria pueden desarrollar resistencia y protegerse de

exposiciones siguientes, esta inmunidad es especie-especifica.

En la presente investigacion, las aves menores de 35 dias al momento del
muestreo presentaron asociacion con mayor OPG y mayor riesgo de E.
acevulina, E. maxima, E. necatrix y E. praecox. Estos resultados coinciden
con varios autores, quienes sefalan que la menor edad de las aves esta
relacionada con mayor carga parasitaria y coccidiosis (Soulsby, 1987; Ola-

Fadunsin y col., 2019; Wondimu y col., 2019; Khursheed y col., 2022).

En el siguiente rango de edad (36 a 45 dias) soélo E. necatrix mantuvo su
tendencia de mayor presentacion. Habitualmente la presencia de E.
necatrix ha sido asociada a regiones tropicales (Conway y Mckenzie, 2007),
es posible que la ubicacion altitudinal de las granjas evaluadas (77% en

altitudes menores a 1300 msnm) haya contribuido a su presencia.

En Ecuador se ha reportado que la reutilizacién de cama ha contribuido con
la reduccion de la carga parasitaria de Eimeria, obteniendo mejores
resultados productivos, comparado con el uso de cama nueva (Garcés-
Gudifio, 2018). Sin embargo, los resultados obtenidos en esta investigacion
no mostraron diferencias respecto a la reutilizacion de la cama, el método

de reciclaje usado, ni la profundidad de cama. En cuanto al material de
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cama, nuestros resultados coinciden con Chapman y Johnson (1992),
quienes tampoco hallaron diferencias entre el uso de virutas de pino, roble

o cascarilla de arroz con la presencia de ooquistes de Eimeria.

Alphitobius diaperinus es un coledptero, conocido como vector y reservorio
de enfermedades comunes en la industria avicola (Goodwin y Waltman,
1996). Entre ellas, las producidas por bacterias patégenas (Salmonella
spp., Campylobacter spp., Staphylococcus spp., Escherichia coli), hongos
(Aspergillus spp., Candida spp.), protozoos (Eimeria spp.), parasitos
avicolas y virus (causantes de enfermedad de Marek, enfermedad de
Gumboro, enfermedad de Newcastle, influenza aviar y leucemia en aves
de corral) (Dzik y Mituniewicz, 2020). En esta investigacién, las granjas
avicolas con presencia de Alphitobius diaperinus mostraron mayor riesgo
de presentar E. maximay E. tenella. Estos resultados coinciden con Reyna
y col. (1983), quienes sefialaron que la coccidiosis podria transferirse de
una parvada a otra a través de la supervivencia de ooquistes en vectores
como Alphitobius diaperinus y moscas. Segun Dzik y colaboradores (2022),
este escarabajo puede alimentarse de aves muertas o enfermas, estiércol
de pollo y materia organica y de esta manera convertirse en vector

mecanico de la parasitosis.

Para Peek (2010), la limpieza y desinfeccidén entre parvadas y la
maximizacion del periodo de vacio sanitario son importantes para reducir
significativamente la cantidad de ooquistes en galpones contaminados. En

la avicultura, la limpieza y desinfeccién de los galpones son aspectos
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cruciales para la prevencion y el control de enfermedades zoondticas y
animales (Dzik y col., 2022). Cuando se evaluo la limpieza y desinfeccion
del piso de los galpones avicolas, ninguno de los desinfectantes
comunmente usados en la industria avicola ecuatoriana (formol, amonio
cuaternario, glutaraldehidos, fenoles), solo o en combinacidn, presentd
algun nivel de proteccién con relacion al OPG. Estos resultados concuerdan
con lo publicado por Chapman y colaboradores (2013), quienes indicaron
que la pared del ooquiste es marcadamente resistente a los agentes
quimicos, por lo que, en el laboratorio la extraccion del ADN se realiza a
través de la disrupcidn mecanica con perlas de vidrio. De igual manera,
Chapman y colaboradores (2016) y Jenkins y colaboradores (2019),
reportaron la presencia de ooquistes de Eimeria luego de un exhaustivo
proceso de limpieza. En el momento de la recepcion de pollitos recién
nacidos, entre 30 y 50% de los ooquistes pueden ser viables (Jenkins y col.,
2019). Es posible que los ooquistes sobrevivan al proceso de limpieza,
evadan la bioseguridad de la granja e ingresen fisicamente a través del
calzado, o a través de insectos (Chapman y col., 2016). Las especies de
Eimeria son omnipresentes donde haya crianza de aves de corral
(Shivaramaiah y col., 2014). Peek (2010) sefial6 que en condiciones de
campo, la limpieza e higienizacién de las instalaciones usando suficiente
agua y luego desinfeccion con una solucién de amoniaco al 5-10% reducen
la diseminacion del parasito. Al evaluar los procesos especificos de
limpieza y posterior desinfeccién del piso, soélo el uso de cal viva mostrd

mayor riesgo de presentar E. acevulina 'y E. maxima. El uso de cal es una



131

practica ampliamente usada en la industria avicola ecuatoriana y en el area
muestreada (94.9% - 148/156 granjas muestreadas). Sin embargo, Lopes
y colaboradores (2015), recomiendan el uso de cal viva sola para la
reduccion de la carga bacteriana de la cama avicola. En granjas
comerciales de Brasil el uso de cal viva redujo el riesgo de presentar E.
maxima y E. tenella (Gottardo y col., 2021). Sin embargo, Vriesman y
colaboradores (2021), hallaron que el uso de la cal viva en conjunto con la
fermentacién de cama (proceso de reciclaje), presentd menor efecto que
por separado, porque la cal afecta el proceso fermentativo al no permitir su
acidificacion y por lo tanto, su efecto desinfectante de microorganismos
patdogenos. Asi, el tratamiento conjunto presentd mayor conteo de
ooquistes de Eimeria. Ademas, mencionan que el uso de la cal viva sola es
tan efectivo como el proceso de fermentacién en la reduccion de
patdgenos, lo que podria justificar los resultados obtenidos en esta
investigacion, ya que los productores encuestados solian usar los dos

procesos a la vez (uso de cal viva y fermentacion).

Por ultimo, se utilizé un modelo de regresion logistica multivariable para
identificar las covariables. Los modelos de regresion logistica tienen doble
funcién: explicativa y predictiva; estiman la fuerza de asociacion de cada
factor de riesgo de una manera independiente y estiman el valor predictivo
de cada uno de ellos, o bien del modelo en su conjunto (Fiuza y Rodriguez,
2000). En este modelo, las variables que mostraron asociacion con la
presencia de Eimeria spp. fueron: productores que trabajan de manera

independiente, aves criadas en altitudes menores a 1300 msnm, menores
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a 35 dias de edad, galpones con estructura de madera, abiertos y agua de
bebida proveniente de pozos subterraneos. Los resultados de este modelo
coinciden con las variables explicativas del modelo anterior, razoén de
probabilidad (Odd Ratio OR), excepto galpones abiertos, variable que

aparece en este modelo.

La variable “productores independientes” mostré alta asociacion con mayor
OPG de Eimeria spp. y probabilidad de presentar E. praecox, seguida por
E. brunetti, E. necatrix y E. tenella. Estas tres ultimas especies de Eimeria
han sido relacionadas con alta patogenicidad en pollos parrilleros
(Mohamed, 2008). Cabe recordar que estos avicultores independientes
tienen establecidos estrictos sistemas de bioseguridad; y por su capacidad
y manejo, son considerados avicultores comerciales (Morales y Moreno,
2017). Pero, su principal sistema profilactico para coccidiosis aviar consiste
en usar alimentos con anticoccidiales. Posiblemente en esas granjas
avicolas el manejo y rotacion de estos farmacos no se haya realizado bajo
un criterio profesional, lo que podria haber generado resistencia a los
anticoccidiales usados. Witcombe y Smith (2014) sefialan que la presencia
de resistencia cruzada y multiresistencia a los anticoccidiales es bastante
comun, lo que complica el control de la coccidiosis a través de la rotacién
de farmacos. Por otro lado, se han reportado variantes genéticas entre los
hemisferios norte y sur (Clark y col., 2016) y se cree que esta variacién es
atribuible al uso de medicamentos y vacunas anticoccidiales (Prakashbabu

y col., 2017).
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La coccidiosis es conocida como una terrible enfermedad que causa
pérdidas econdmicas (Fatoba y Adeleke, 2018). Si bien estos productores
no indicaron tener morbilidad ni mortalidad durante el muestreo, con el
control de Eimeria spp. podrian tener importantes beneficios econémicos
en términos de mejora de productividad (Chapman, 2009). La presencia de
Eimeria spp. probablemente esté causando reduccion en el desempefio
productivo de las aves, y sin un control efectivo, el nimero de parasitos

podria aumentar hasta producir coccidiosis clinica (Gazoni y col., 2021).

Las aves que se criaban en altitudes menores a 1300 msnm presentaron
mayor riesgo de exhibir valores mas altos de OPG de Eimeria spp., E.
brunettiy E. tenella. Es posible que estos resultados estén relacionados a
las condiciones ambientales (tropicales y subtropicales) tipicas de estos
pisos altitudinales en Ecuador, como son la mayor temperatura y humedad
relativa ambiental (Instituto de Metereologia 2017). Coincidentemente,
Ahmady col. (2012), reportaron mayor prevalencia de coccidiosis en alturas

menores a 4000 pies (1291 msnm).

Los galpones avicolas con estructura de madera (material que soporta el
techo) también mostraron mayor riesgo de presentar E. acervulina y E.
praecox. En las instalaciones de crianza intensiva, la transmisién de
ooquistes esporulados via fecal/oral es de dificil control (Witcombe y Smith,
2014; Blake y col. 2020). Considerando la naturaleza ubicua de Eimeria
spp., este hecho podria ser aun mas notorio en materiales como la madera,

que dificilmente se puede limpiar con profundidad (Chapman y col., 2016).
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Para Peek (2010) en condiciones normales es casi imposible criar pollos
libres de coccidiosis, a menos que se utilicen condiciones de alojamiento
similares a SPF. Los galpones de estructura de madera, podrian ser un
reservorio importante de ooquistes, por las grietas que normalmente

presenta este material.

La menor edad de las aves (inferior a 35 dias) resulté un factor de riesgo
para la presencia de E. maxima. Varias investigaciones concuerdan con
estos resultados, sefialan que la coccidiosis es mas frecuente en aves
jévenes (Soulsby, 1987; Ola-Fadunsin y col., 2019; Wondimu y col., 2019;

Khursheed y col., 2022).

Los galpones abiertos presentaron mayor riesgo de exhibir E. maxima en
relacion con los galpones cerrados de ambiente controlado. De acuerdo
con estos resultados, el mayor grado de tecnificacion y control ambiental,
ayudaria a controlar la coccidiosis por E maxima en esta zona, en
concordancia con otros autores (Chengat Prakashbabu y col., 2017;
Wondimu y col., 2019; Gottardo Balestrin y col., 2021), quienes observaron
que el mejor control ambiental de los galpones avicolas favorece el control
de la coccidiosis. Por el contrario, se ha reportado que un inadecuado
manejo ambiental en galpones avicolas brinda condiciones ideales para la

esporulacion (El-shall y col., 2022).

Por ultimo, el factor “agua que proviene de pozo” (aguas subterraneas),
mostré mayor riesgo de E brunettiy E. praecox. Los ooquistes de Eimeria

son ubicuos y tienen una alta capacidad de reproduccion que conduce a
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elevados niveles de contaminacién (Peek, 2010). La coccidiosis se
transmite entre hospedadores por la ingestion de alimentos o agua
contaminados con ooquistes esporulados (Fatoba y Adeleke, 2018). En el
ambiente externo, los esporozoitos estan protegidos de la desecacion y
desinfeccion quimica por la pared del ooquiste que confiere resistencia
(Belli y col., 2006). Por lo que, los procesos de potabilizacion utilizados por
las granjas que usan este tipo de agua no son suficientes para eliminar los
ooquistes. En Francia, Van Immerseel y colaboradores (2004 ) hallaron que
todas las muestras de agua recogidas en explotaciones intensivas
contenian ooquistes (Cryptosporidium spp. y Giardia spp.). Es importante
dar seguimiento a la calidad de agua de bebida y al proceso de
potabilizacion que deberia eliminar o separar efectivamente los ooquistes
de Eimeria. Soliman y colaboradores (2021), proponen el uso de filtros de
arcilla para controlar el ingreso via agua de bebida de varias enfermedades,
entre ellas la coccidiosis. Es posible que los productores que usan agua de

pozo no hayan realizado un adecuado filtrado.

La presente investigacion, constituye el primer estudio de prevalencia de
las especies de Eimeria spp. en granjas de pollos parrilleros de Ecuador y
sus factores de riesgo. La forma subclinica siempre es silenciosa y
ocasiona pérdidas econdmicas. Serian necesarias mas investigaciones
tendientes al disefio de estrategias de control para mejorar la gestion en las

granjas avicolas.
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. CONCLUSIONES

e Las granjas avicolas de crianza de pollos parrilleros comerciales de
la zona centro norte de Ecuador, provincias de Pichincha y Santo
Domingo de los Tsachilas, se encontraron infectadas por Eimeria
spp. (100%).

o La carga parasitaria de Eimeria spp. en heces frescas de pollos
parrilleros en su ultima etapa de vida, varié entre 25y 169.700 OPG.

« Al momento del muestreo no se evidenciaron signos ni sintomas de
coccidiosis, por lo que se puede indicar que las aves presentaron la
forma subclinica de la enfermedad.

e Los avicultores de la zona utilizan anticoccidiales en el alimento
como medida profilactica (97%), mientras que, el 3% emplea
vacunas anticoccidiales vivas. Sin embargo, se detectaron elevadas
prevalencias de E. acervulina (70.6%), E. brunetti (30.8%), E.
maxima (80.4%), E. necatrix (52,2%), E. praecox (55.4%) y E. tenella
(563.6%) por PCR.

« La vacuna anticoccidial usada contiene ooquistes vivos de E.
acervuina, E. maxima, E. tenella y E. mivati. Sin embargo, en las
granjas que usaban dicha vacuna se identificaron E. acervulina (50%
- 3/6), E. brunetti (50% - 3/6), E. maxima (83% - 5/6), E. necatrix
(50% - 3/6), E. praecox (50% - 3/6) y E. tenella (83% - 5/6) por PCR.

« La PCR es un método factible y confiable para la identificacion de

especies de Eimeria spp.
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Se identificaron varios factores de riesgo (Odd Ratio), pero al usar el
modelo final (regresion logistica multivariable), se determinaron los
siguientes factores de riesgo: productores independientes
presentaron alta probabilidad de presentar mayor OPG de Eimeria
spp., E. brunetti, E. necatrix, E. praecox y E. tenella. Los galpones
avicolas a menos de 1300 msnm se relacionaron con mayor OPG y
presencia de E. brunetti. Los galpones de madera presentaron
mayor riesgo de tener E. praecox y E. acervulina. Las aves menores
a 35 dias de edad tuvieron mayor probabilidad de presentar E.
maxima. Los galpones avicolas abiertos (con rudimentario control
ambiental), mostraron mayor probabilidad de presentar E. maxima.
Si el agua de bebida provenia de pozos, el riesgo de E. praecox era
mayor. El tiempo de vacio sanitario en las granjas avicolas, no
presentd diferencias con relacion a la carga parasitaria (OPG).
Estudios posteriores deberian llevarse a cabo en granjas, incluyendo
mas edades/categorias, planes de uso y rotacién de anticoccidiales,
con la finalidad de comprender mejor la epidemiologia de esta
coccidiosis.

Seria recomendable realizar pruebas de sensibilidad a los
anticoccidiales, principalmente en las granjas avicolas de

productores independientes.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. Encuesta epidemioldgica

ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA
PRESENCIA DE Eimeria spp. EN PICHINCHA Y Sto. DOMINGO

CODIGO:

Entrevistado Registro Agrocalidad

Nombre de la granja Fecha
Nombre del responsable o representante legal

Independiente Integrado a

DENSIDAD

# total de aves en la granja # de aves en galpdn muestreado

# de personas que trabajan en la granja # de galponeros (total)

Galponeros realizan otra actividad: NO Sl Cual?

Superficie del galpon (m2) Largo (m2) Ancho (m2)

CONDICIONES MEDIO AMBIENTALES

Coordenadas Altitud
Humedad Relativa actual Temperatura actual

Hora del dia de la toma Amoniaco CO2 en ambiente
INSTALACIONES

Material del techo Material del piso

Tipo de ventilacion

lluminacién (aves adultas) Tipo # Horas
EQUIPOS

Tipo de bebederos Procedencia del agua

Potabilizan el agua Productos que usan

Tipo de comederos Procedencia del alimento

Tipo o presentacion del alimento (harina, pelet)

CAMA
Material que usan Profundidad (cm)
Material usado Humedad en cama

Numero de uso
Método de compostaje

Presencia de: Alphitobius diapedinus Ratas Otros
AVES

Edad Linea genética Procedencia
Progenitores vacunados para Eimeria spp NO Sl

Vacuna anticoccidial (lote actual) NO Sl Tipo Edad
Lotes anteriores han recibido vacunacién NO Sl Cual
Uso de quimioprofilaxis NO sl Tipo de programa

Drogas usadas Rotacion (tiempo
Alimento: Planta propia Compra Marca

Alimentacion: Ad libitum Controlada Restriccion (h)

Tiempo de retiro de anticoccidial previo a faena
Tiempo de ayuno previo a faena Desordenes en locomocion (%)




VACIO SANITARIO

Tiempo de repoblacidn (entre ciclo y ciclo)

Tiempo de vacio sanitario efectivo

Control de insectos NO Sl Frecuencia Método:
Control de ratas NO Sl Frecuencia Método:
MUESTRA

Persona que recolecta # de animales que aportaron

Hora de recoleccién

LABORATORIO

Fecha de recepcidn
Peso neto de la muestra
Observaciones:

RESULTADOS:
Fecha Hora
Flotacidn Positivo Negativo

RECUENTO DE OOQUISTES

Fecha Hora
Cuantificacién en camara de McMaster
NUmero de ooquistes por gramo de heces
Observaciones

ESPORULACION
Fecha Hora
st [NnO] oPaG %

E. acervulina
E. brunetti
E. maxima
E. mitis

E. necatrix
E. praecox

E. tenella
Otros

PCR
Fecha Hora
Sl NO

E. acervulina
E. brunetti
E. maxima
E. mitis

E. necatrix
E. praecox

E. tenella
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ANEXO 2. Secuencia de primers, de Eimeria spp. de aves domésticas

para el ensayo PCR multiplex.

. SCA Primer Aplicon
Especie R Identific Secuencias de primer tamaiio
acion (bp)
Ac-
_ A03-
E. acervulina 811 Ac-01-F  AGTCAGCCACACAATAATGGCAAACATG 811
Ac-01-R  AGTCAGCCACAGCGAAAGACGTATGTG
Br-
, J18-
E. brunetti 626 Br-01-F  TGGTCGCAGAACCTACAGGGCTGT 626
Br-01-R  TGGTCGCAGACGTATATTAGGGGTCTG
Tn-
K04-
E. tenella 539 Tn-01-F  CCGCCCAAACCAGGTGTCACG 539
Tn-01-R CCGCCCAAACATGCAAGATGGC
Mt-
N A03-
E. mitis 460 Mt-01-F  AGTCAGCCACCAGTAGAGCCAATATTT 460
Mt-01-R  AGTCAGCCACAAACAAATTCAAACTCTAC
Pr-
A03-
E. praecox 718 Pr-01-F  AGTCAGCCACCACCAAATAGAACCTTGG 354
Pr-01-R  GCCTGCTTACTACAAACTTGCAAGCCCT
Mx-
) A09-
E. maxima 1008 Mx-01-F  GGGTAACGCCAACTGCCGGGTATG 272
Mx-01-R  AGCAAACCGTAAAGGCCGAAGTCCTAGA
Nc-
) M02-
E. necatrix 1081 Nc-01-F  TTCATTTCGCTTAACAATATTTGGCCTCA 200
Nc-01-R  ACAACGCCTCATAACCCCAAGAAATTTTG

Fernandez y col., 2003



ANEXO 3. Caracteristicas de las granjas evaluadas
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Parametro Nrﬁumezrt?aie Proporcion %
TIPO DE PRODUCCCION

Intensivo 54 34%
Industrial 67 42%
Artesanal 38 24%
DEPENDENCIA

Integrado 93 58%
Independiente 66 42%
EMPRESA

Empresa 3 18 11%
Empresa 1 36 23%
Empresa 2 43 27%
Empresa 4 15 9%
Empresa 5 6 4%
Independiente 41 26%
TAMANO DE GRANJA

Grande 49 31%
Mediano 56 35%
Pequefo 54 34%
ALTITUD

Menor a 1300msnm 122 7%
Mayor a 1300msnm 37 23%
DENSIDAD (KG/M2)

Intermedia 46 29%
Baja 52 33%
Alta 61 38%
DENSIDAD (AVES/M2)

Entre 9.6y 11 54 34%
Menor a 9.5 51 32%
Mas de 11.1 54 34%
TIPO DE GALPON

Ambiente controlado 27 17%
Abierto 132 83%
MATERIAL DEL TECHO

Galvallume 134 84%
Asbesto 14 9%
Zinc 11 7%
MATERIAL DEL PISO

Cemento 78 49%
Tierra 81 51%
MATERIAL SOPORTE DEL TECHO

Metal 62 39%
Madera 97 61%
ILUMINACION ADICIONAL

NO 46 29%
SI 113 1%
TIPO DE VENTILACION

Mecanica 30 19%
Natural 129 81%
TIPO DE BEBEDEROS

Sistemas cerrados 76 48%
Sistemas abiertos 83 52%
ORIGEN DEL AGUA

Rio o canal 39 25%
Pozo 107 67%
Agua Potable 13 8%
SANITIZANTES USADOS EN EL AGUA

Cloro 17 11%
Cloro y perdxido 110 69%
Peréxido 3 2%
Mas de 3 productos 29 18%
PEROXIDO

SI 113 1%
NO 46 29%

Parametro Nﬁ[}z}?ﬁ? Proporcion %
CLORO

SI 127 80%
NO 32 20%
TIPO DE COMEDEROS

Mecanicos 87 55%
Manuales 72 45%
PRESENTACION DEL ALIMENTO

Harina 40 25%
Peletizado 119 75%
ORIGEN DEL ALIMENTO

Fabrican 121 76%
Compran 38 24%
NUMERO DE USO DE CAMA

Dos o tres usos 53 33%
Un uso 82 52%
Mas de 4 usos 24 15%
PROFUNDIDAD DE CAMA

De 10 a 15cm 15 9%
Menos de 10cm 64 40%
Mas de 15cm 80 50%
METODO DE COMPOSTAJE DE CAMA

Fermentacion 84 53%
Ninguno 75 47%
PRESENCIA DE ALPHITOBIUS DIAPERINUS

No 63 40%
Si 96 60%
ANTICOCCIDIALES AL AGUA

No 141 89%
Si 18 11%
EDAD DE LAS AVES

Mas de 46 dias 52 33%
Menos de 35 dias 54 34%
De 36 a 45 dias 53 33%
TIPO DE ALIMENTACION

Libre (Ad libitum) 58 36%
Controlada 101 64%
TIEMPO DE REPOBLACION

Mayor a 68 dias 36 23%
Menor a 60 dias 63 40%
De 61 a 67 dias 60 38%
VACIO SANITARIO

Mas de 18 dias 27 17%
8 a 15 dias 79 50%
3 a7dias 53 33%
CAL VIVA

No 43 27%
Si 116 73%
FENOLICOS

No 95 60%
Si 32 20%
FORMOL

No 87 55%
Si 40 25%
FLAMEADO

No 94 59%
Si 65 41%
AMONIO CUATERNARIO

No 141 89%
Si 18 11%
OTROS DESINFECTANTES

No 150 94%
Si 9 6%
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especies de Eimeria spp. halladas con las caracteristicas y medidas

ANEXO 4. Relacion ooquistes por gramo de heces (OPG) y
de control aplicadas en las granjas estudiadas.
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