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Evaluacion de metodologias para recuento de garrapatas en
fase de vida parasita

Evaluation of methodologies for counting of ticks in the
parasitic life phase

Maria Inés Rodriguez'#; Roberto Martinez?; Lorena Nuiiez’

RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo comparar la exactitud de las pruebas o métodos de
recuento de garrapatas ingurgitadas en hembras bovinas criadas bajo sistemas de pro-
duccion extensiva. Se utilizaron 49 vacas adultas de los genotipos Criollo Neembucti,
Pardo Suizo, Brangus y Nelore durante el estio en marzo de 2019. Se revisaron varias
regiones corporales de manera secuencial mediante el método visual indirecto, palpatorio
y finalmente el método directo, definido este ultimo como patron de referencia o gold
standard. Para la estimacion de los indicadores de validez y fiabilidad, comparacion del
comportamiento de las curvas de caracteristicas operacionales del receptor (ROC) y
pruebas de concordancia se recurri6 al programa para analisis epidemiologico de datos
tabulados Epidat 3.1. La sensibilidad y el valor predictivo negativo fueron marcadamente
superiores para la prueba palpatoria. El deficiente valor del indice Kappa reveld que el
acuerdo entre el método visual indirecto y directo fue debido al azar (p= 0.2097). En el
método palpatorio, la curva ROC mostré un area mayor en comparacion con el método

! Departamento de Ciencias Morfologicas, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional
de Asuncion, Paraguay

2 Direccion General de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, Universidad Nacional de Asuncion,
Paraguay

3 Laboratorio de Diagnéstico de Enfermedades de los Animales Domésticos, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional de Asuncion, Paraguay

* E-mail: mrodriguez@vet.una.py; https://orcid.org/0000-0001-9278-7928

Recibido: 19 de septiembre de 2020
Aceptado para publicacion: 10 de abril de 2021
Publicado: 23 de junio de 2021

©Los autores. Este articulo es publicado por la Rev Inv Vet Peru de la Facultad de Medicina Veterina-
ria, Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Este es un articulo de acceso abierto, distribuido bajo
los términos de la licencia Creative Commons Atribucion 4.0 Internacional (CC BY 4.0) [https://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es] que permite el uso, distribucion y reproduccion en cual-
quier medio, siempre que la obra original sea debidamente citada de su fuente original



M. Rodriguez et al.

visual indirecto. Los resultados de la prueba de homogeneidad de las areas ROC revela-
ron que la diferencia en cuanto a la eficacia de ambas pruebas fue altamente significativa
(p<0.01), pudiéndose constatar la poca utilidad del método visual indirecto aplicado al
recuento de garrapatas ingurgitadas en fase parasita, no asi del método palpatorio.
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ABSTRACT

The study aimed to compare the accuracy of tests or methods for counting engorged
ticks in cows reared under extensive production systems. In total, 49 adult cows of the
Criollo Neembucti, Brown Swiss, Brangus and Nelore genotypes were used during the
summer in March 2019. Several body regions were reviewed sequentially using the indirect
visual method, palpatory and finally the direct method, defined the latter as the gold
standard. To estimate the validity and reliability indicators, comparison of the behavior
of the receiver operating characteristics curves (ROC) and concordance tests, the Epidat
3.1 program for epidemiological analysis of tabulated data was used. The sensitivity and
negative predictive value were markedly higher for the palpatory test. The poor value of
the Kappa index revealed that the agreement between the indirect and direct visual
method was due to random (p=0.2097). In the palpatory method, the ROC curve showed
a larger area compared to the indirect visual method. The results of the homogeneity test
of the ROC areas revealed that the difference in the efficacy of both tests was highly
significant (p<0.01), proving the limited usefulness of the indirect visual method applied
to the count of engorged ticks in the parasitic phase, as opposed to the palpatory method.

Key words: ectoparasites, bovines, palpatory method, indirect visual method

INTRODUCCION

Las garrapatas son acaros competen-
tes para parasitar toda clase de vertebrados,
excepto peces; tienen un marcado dimorfis-
mo sexual y habitos estrictamente hemato-
fagos, exhiben un complejo ciclo de vida ca-
racterizado por una fase parasita de alimen-
tacion sanguinea y una fase de vida libre en
la cual efectian la ovoposicion y las mudas
(Faccioli, 2011).

Las garrapatas, dependiendo del géne-
ro y especie pueden afectar a uno, dos o mas
hospederos y su importancia radica, por un
lado, en el impacto econdomico al afectar la
productividad de los sistemas ganaderos,
mayores inversiones en insumos y mano de

obra (Orihuela y Vazquez-Prats, 2008), y por
otro, por ser vectores de enfermedades que
impactan en la salud de los animales y repre-
sentan potenciales amenazas para la salud
humana. En ese sentido, si bien solo el 10%
de las especies son consideradas de impor-
tancia clinico-veterinaria por la epidemiologia
de ciertas enfermedades zoonoéticas, muchas
de ellas estan implicadas en el mantenimien-
to de microorganismos, patdgenos o no, en el
medio ambiente (Faccioli, 2011).

En Paraguay se han reportado varias
especies categorizadas como endémicas, ta-
les como Amblyomma aureolatum, A.
auricularium, A. brasiliense, A. cajen-
nense, A. dubitatum, A. parvum, A. tigri-
num, Dermacentor nitens y Rhipicephalus
microplus, esta Giltima ampliamente distribuida
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en la region oriental, y capaces de parasitar
mamiferos domésticos de importancia
zootécnica, asi como representantes de la
fauna silvestre, de relevancia por su influjo
en la dindmica epidemiologica (Nava et al.,
2007).

Por otro lado, la produccion animal debe
tomar en cuenta la importancia de la
sostenibilidad economica y ecolodgica, con
bajos riesgos ambientales y el uso racional
del control quimico en infestaciones por
ectoparasitos, a fin de prevenir la resistencia
a los mismos y disminuir los costos ambien-
tales (Saueressig, 2007). En ese sentido, se
ha propuesto el manejo para el control de pla-
gas (Fernandez, 2009; Cantu y Garcia, 2013),
que consiste en la aplicacion de varias tecno-
logias de manera racional, programada y es-
tratégica, requiriendo para el efecto de infor-
macion generada con rigor cientifico y ade-
cuada interpretacion de los resultados.

Siguiendo la misma linea de razonamien-
to, varios autores (De la Vega et al., 2009;
Cantt y Garcia, 2013) han propuesto un um-
bral o limite maximo de garrapatas suficiente
para mantener la estabilidad enzodtica del
rebafio. Este nimero de garrapatas presente
en el animal varia de acuerdo con la dinami-
ca poblacional de las especies involucradas,
las caracteristicas ambientales y climaticas,
y la resistencia o susceptibilidad de los hos-
pederos, entre otros aspectos. Con el fin de
justificar el establecimiento de un tratamien-
to de soporte dentro de un programa de con-
trol junto a la planificacion de medidas estra-
tégicas, se han propuesto métodos para el
recuento de ectoparasitos que incluyen prin-
cipalmente el visual indirecto (Mariscal y
Moreno, 2013), el palpatorio y el visual direc-
to (Cantu y Garcia, 2013).

En ese contexto, la presente investiga-
cioén tuvo como objetivo comparar la exacti-
tud de las pruebas o métodos de recuento de
garrapatas ingurgitadas en hembras bovinas
criadas bajo sistemas de produccion extensi-
va, a fin de comprobar si los resultados obte-

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(3): 18802

nidos son equivalentes en la determinacion
del numero de garrapatas en fase de vida
parasita.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarroll6 en dos
establecimientos ganaderos dedicados a la
cria y recria de ganado para la produccion de
terneros, ubicados en el distrito de Humaita,
departamento de Neembucu, y en el distrito
de Caapuct, departamento de Paraguari,
ambos en la region oriental del Paraguay,
ecorregion Chaco humedo (Bartrina, 2007).

El tipo climatico de Thornthwaite co-
rresponde al subhimedo htimedo, megatér-
mico y con precipitacion pluvial entre 1400 y
1600 mm/afio. El grupo de animales evalua-
do estuvo constituido por 49 vacas adultas
Criollo Neembucu (CRI), Pardo Suizo (PS),
Brangus (BG) y Nelore (NE), bajo sistema
de produccion extensivo, en praderas consti-
tuidas por pastizales y en algunos casos,
potreros de gramineas implantadas como
Paspalum sp, Cynodon sp y Brachiaria sp.
El trabajo de campo fue realizado durante el
estio, en marzo de 2019, treinta dias posterio-
res a la aplicacion de benzoilurea, método
quimico implementado en los establecimien-
tos para el control de garrapatas.

Antes del inicio del estudio se realiza-
ron practicas de entrenamiento tendientes a
evitar el error sistematico y aumentar la pre-
cision (reproducibilidad intra-observador) y
exactitud de las mediciones. Para identificar
el nimero de garrapatas ingurgitadas iguales
o mayores a 4.5 mm (Wharton y Utech, 1970)
se reviso el lado izquierdo de los animales
(Gonzalez-Ceron et al., 2009a) utilizando los
métodos visual indirecto, palpatorio y visual
directo de forma secuencial en cada animal.
Cada una de las pruebas fue llevada a cabo
por diferentes miembros del equipo de inves-
tigacion y se mantuvo el enmascaramiento
para los responsables de la interpretacion de
los resultados (Hulley et al., 2007).
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Los animales fueron llevados al corral
de aparte y colocados en el brete. Alli se ini-
ci6 la evaluacion empleando el método visual
indirecto, que consiste en la captura de ima-
genes fotograficas y el recuento sobre las
mismas de garrapatas que denoten estar
ingurgitadas. Para el efecto se fotografiaron
las regiones de la cabeza, cuello, axila, vien-
tre, ingle, flanco y perineal, todas del lado iz-
quierdo, considerando la nitidez, claridad y
presencia minima de pliegues cutaneos que
pudiesen obstaculizar la visualizacion de
teleoginas. Una vez aprobadas, se procedio
al registro asentando el nimero de identifica-
cion animal, genotipo, region anatéomica y
numero de fotografia para su posterior pro-
cesamiento mediante un programa amplifi-
cador de imagenes, trazando lineas imagina-
rias sobre la superficie corporal de los ani-
males a fin de delimitar las regiones anatomi-
cas de interés y registrando el nimero de
garrapatas ingurgitadas reconocidas como
tales (Mariscal y Moreno, 2013).

Para el recuento palpatorio manual se
procediod a pasar la palma de la mano a con-
tra pelo por la superficie de cada region cor-
poral, siguiendo el orden descrito en el parra-
fo previo. Se registr6 el nimero de garrapa-
tas que a la palpacion eran detectadas como
teleoginas, asi como el nimero de identifica-
cién animal, genotipo y region anatdomica
(Cantu y Garcia, 2013).

Finalmente, se aplico el método visual
directo, que permite realizar el recuento de
las garrapatas que presenten una dimension
igual o superior a 4.5 mm de longitud. Para
tal efecto, todas las garrapatas presentes en
las regiones evaluadas fueron retiradas e
identificadas taxondémicamente como
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, co-
nocida vulgarmente como la garrapata co-
mun del bovino. Las teleoginas se midieron
utilizando un vernier digital, con rango de medi-
cion de 150 mm y precision de 0.01 mm, con-
signando el ntimero de identificacion animal,
genotipo, region anatdmica, cantidad y dimen-
sion de las garrapatas (Fernandez, 2009).

Para la visualizacion descriptiva de los
datos se utilizo el software R (R Core Team,
2020). A fin de evaluar la exactitud de los
métodos visual indirecto y palpatorio se de-
termind un patron de referencia o gold stan-
dard (Hulley et al., 2007) constituido por el
método visual directo. Para esto, se conside-
raron animales positivos o afectados por ga-
rrapatas aquellos con nimero igual o supe-
rior a 10 teleoginas por lado, debido a que
cantidades por debajo del limite propuesto son
adecuadas para mantener la estabilidad
enzodtica del rebafio (De la Vega et al.,
2009).

Los indicadores de validez y fiabilidad
considerados fueron: la sensibilidad, estima-
da en base a la razon entre animales afecta-
dos y el total de positivos; la especificidad,
como el cociente entre animales sanos y el
total de negativos; el indice de validez repre-
sentado por larazon entre individuos clasifi-
cados correctamente y el total de animales;
los valores predictivos positivos y negativos,
como el cociente entre el numero de verda-
deros positivos/negativos y el total de anima-
les con resultado positivo/negativo, respecti-
vamente; la razon de verosimilitud positiva,
como la razén entre la fraccion de verdade-
ros positivos (sensibilidad) y la fraccion de
falsos positivos (1-especificidad), mientras
que, la razon de verosimilitud negativa, como
el cociente entre la fraccion de falsos negati-
vos (1-sensibilidad) y la fraccion de verdade-
ros negativos (especificidad); el indice de
Youden fue estimado en base a la diferencia
entre la tasa de verdaderos positivos y la de
falsos positivos (Hervada et al., 2004; Hulley
etal.,2007).

Para la determinacion de los valores de
las pruebas diagnoésticas simples, compara-
cion de curvas ROC y pruebas de concor-
dancia se recurrio6 al programa para analisis
epidemiologico de datos tabulados Epidat 3.1
(Hervada et al., 2004).

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(3): 18802



Eficacia diagnostica para el recuento de garrapatas en bovinos

Cuadro 1. Numero de bovinos clasificados como positivos y negativos a la
infestacion por garrapatas en fase pardsita, evaluado mediante tres

metodologias de recuento

Metodologia Resultado FA FR %
Directo Negativo 32 65
Positivo 17 35
Visual indirecto Negativo 45 92
Positivo 4 8
Palpatorio Negativo 30 61
Positivo 19 39

FA= frecuencia absoluta; FR= frecuencia relativa

RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro 1 resume el numero de
animales clasificados como positivos y nega-
tivos tras ser evaluados secuencialmente
mediante los tres métodos diagnosticos. En
ese sentido, animales con cantidades iguales
o superiores a 10 teleoginas en el lado izquier-
do fueron considerados positivos, mientras
que, aquellos con numero inferior negativos.
De otra parte, la proporcion de animales po-
sitivos fue baja al utilizar el método visual in-
directo (8%), en comparacion con los resul-
tados obtenidos por los métodos palpatorio y
visual directo (39 y 35%, respectivamente).

En general, el bajo nivel de afeccion en
los animales evaluados pudo estar relaciona-
do con las caracteristicas abidticas vincula-
das a la region donde se realiz6 el estudio. Al
respecto, es importante puntualizar que en la
region del Chaco hiimedo los suelos perma-
necen inundados la mayor parte del afio
(humedales del Neembuct y areas de influen-
cia) y la cobertura vegetal constituida
mayoritariamente por pastizales puede ser
escasa, afectando asi el desarrollo de huevos
y lalongevidad de larvas (Guglielmone y Nava,
2013). Por otro lado, la reduccion observada
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en el nimero de garrapatas ingurgitadas en
este trabajo coincide con lo publicado por
Gonzalez-Ceron et al. (2009a) quienes sefia-
laron este comportamiento en coincidencia
con la reduccion de la precipitacion pluvial y
el aumento de la temperatura

La Figura 1A muestra la distribucion de
las observaciones aplicando las tres
metodologias de recuento. Se destaca la asi-
metria positiva y una mayor dispersion de los
resultados obtenidos a través de los métodos
palpatorio y directo, no asi con el método vi-
sual indirecto donde la variabilidad registrada
fue menor. De igual manera, se observaron
valores atipicos proximos al valor maximo, lo
que podria deberse a la influencia de facto-
res abidticos y bioticos, entre ellos el manejo
y la presencia de animales susceptibles
(WingChing, 2015), sobre todo en genotipos
con mayor proporcion de genes Bos taurus
(Figura 1B), en congruencia con lo publicado
por Guglielmone y Nava (2013).

Los resultados de los indicadores de
validez y fiabilidad obtenidos tras la aplica-
cion de los métodos palpatorio e indirecto se
presentan en el Cuadro 2. La proporcion de
animales afectados, en los que el método vi-
sual indirecto fue capaz de arrojar resultados



M. Rodriguez et al.

30-

Método

™)
o
i

| Directo

£ Indirecto

A Rl — Palpatorio

Cantidad

10-
\
[
|

L

0- e

-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4

0=

genotipo
=N
EH cri
EJ NE
=

Cantidad

10~ lugar

0-

-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4

Figura 1. (A) Distribucion del nimero de garrapatas en bovinos evaluados mediante tres
metodologias de recuento. (B) Dispersion de las observaciones en bovinos discrimi-

nados por genotipo y lugar utilizando el
gold standard

positivos, fue marcadamente inferior
(17.65%) conrelacion a la sensibilidad regis-
trada con el método palpatorio (100%).

Por otro lado, la proporcion de animales
no afectados y definidos como tales fue ele-
vada e idéntica para ambos métodos
(93.75%). En este contexto, es importante
sopesar los valores predictivos negativos ob-
tenidos por ambas pruebas; vale decir, la pro-
babilidad condicional de que los individuos con
una prueba negativa no cuenten realmente
con el umbral minimo de garrapatas que
amerite el establecimiento de medidas alter-
nativas de control, escenario en el que la prue-
ba palpatoria resultd ser mas eficaz (100 vs
68.18%). A la luz del mismo razonamiento,
es importante puntualizar que el valor
predictivo positivo fue superior en la prueba
palpatoria (89.47%) en relacion con la visual
indirecta (60%), lo que equivale a precisar la
mayor probabilidad de que un individuo que

método directo como prueba de referencia o

haya obtenido un resultado positivo en la prue-
ba palpatoria realmente cuente con un nu-
mero superior a 10 garrapatas en el lado iz-
quierdo al momento de la evaluacion.

Otro indicador utilizado para evaluar el
desempefio de los métodos fue el indice de
Youden, considerado como una medida de
eficiencia aplicada a pruebas diagnosticas
(Hervada et al., 2004). Este indice fue supe-
rior en el método palpatorio (0.94), reflejan-
do de esta manera que la diferencia entre la
tasa de verdaderos positivos y la de falsos
positivos fue alta; mientras que para el méto-
do visual indirecto fue baja (0.11).

La concordancia fue menor entre los
métodos visual indirecto y directo (0.67), no
asi entre el palpatorio y el gold standard. En
ese sentido, el valor de acuerdo observado
(0.96) mostr6 mayor coincidencia entre los
métodos palpatorio y directo. Paralelamente,
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Cuadro 2. Resumen de los indicadores de validez y fiabilidad de dos métodos de
recuento de garrapatas aplicados para la evaluacion del nivel de
infestacion en bovinos

Indicadores Metodo 1 g50,)  Metodo g0/
indirecto palpatorio

Sensibilidad (%) 17.65 0-38.7 100.00 97.1-100

Especificidad (%) 93.75 83.8-100 93.75 83.8-100

indice de validez (%) 67.35 53.2-81.5 95.92 89.4—-100

Valor predictivo positivo 60.00 7.1-100 89.47 73.0 - 100

(%)

Valor predictivo negativo 68.18 53.3-83.1 100.00 98.3 -100
(%)

Prevalencia (%) 34.69 20.4 —49.1 34.69 20.4 -49.1
Razon de verosimilitud 2.82 0.52-15.30 16.00 418-61.2
positiva

Razon de verosimilitud 0.88 0.69-1.11 - -
negativa

[ndice de Youden 0.11 -0.09 - 0.31 0.94 0.85-1.02

IC= intervalo de confianza

Cuadro 3. Andlisis de concordancia entre los métodos visual indirecto y palpatorio
para determinar el nimero de garrapatas ingurgitadas en el cuerpo del
vacuno con relacién a la prueba de referencia (método directo)

, Acuerdo 1C K K Estadistico
Métodos observado EE. (95%) min  max. V4 Valorp
Indirecto 0.67 0.14 0.12 _%03977 -0.19 041 1.25 0.2097

) 0.79 —
Palpatorio 0.96 091 0.06 1.00 -0.02 092 6.41 0.0000

K = Coeficiente Kappa; kK min= Kappa minimo; k mdax.= Kappa maximo; E.E.= error estandar;
IC=intervalo de confianza
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Cuadro 4. Areas ROC de los métodos visual indirecto y palpatorio aplicados en el
diagnostico de la infestacion por garrapatas en bovinos

Métodos de

dinenosti Area ROC E.E. IC (95%)
1agnostico

Visual indirecto 0.5726 0.0501 0.4743 — 0.6709
Palpatorio 0.9688 0.0217 0.9261 -1.0114

ROC= Receiver operating characteristic curve; E.E.= error estandar; IC= intervalo de confianza
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Figura2. Comparacion de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic Curve) para el
diagnostico de infestacion por garrapatas a través de los métodos visual indirecto y
palpatorio
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el indice Kappa (0.91) indic6 que la concor-
dancia fue significativamente diferente. En
congruencia, el error estandar del estadistico
revelo la precision de la estimacion (Hervada
et al., 2004; Hulley et al., 2007). Contraria-
mente el valor deficiente del indice kappa
(0.14) obtenido entre los métodos visual indi-
recto y directo reflejaron que el acuerdo ob-
servado entre ambas pruebas fue debido al
azar (p=0.2097). Al respecto, varios autores
coinciden en sefalar que valores de indices
Kappa por encima de 0.75 suelen ser consi-
derados de muy buenos a excelentes
(Hervada et al., 2004; Hulley et al., 2007).

En el Cuadro 4 se compara el compor-
tamiento de las curvas de caracteristicas
operacionales del receptor (ROC, por sus si-
glas en inglés Receiver Operating Characte-
ristic Curve). Los resultados muestran un
area mayor para el método palpatorio frente
al método visual indirecto (0.97 y 0.57, res-
pectivamente), registrando en ambos casos
valores de error estandar bajos que revela-
ron estimaciones precisas.

En el analisis de comparacion de las
curvas de eficacia diagndstica es importante
considerar que aquellas que siguen la diago-
nal arrojan el mismo niimero de verdaderos y
falsos positivos (Hulley et al., 2007), situa-
cion que fue verificada en la prueba visual
indirecta, pudiéndose constatar de esta ma-
nera su poca utilidad con relacion al método
palpatorio (Figura 2). Esta circunstancia pudo
deberse al hecho de que, si bien las fotogra-
fias fueron sometidas a criterios de seleccion,
fue inevitable la presencia de algunos plie-
gues cutaneos que pudieron haber enmasca-
rado la presencia de garrapatas, maxime en
las regiones axilar e inguinal que habitualmen-
te son mas afectadas (Gonzalez-Cerén et al.,
2009b; WingChing, 2015).

Finalmente, los resultados de la prueba
de homogeneidad de las areas ROC indica-
ron que la diferencia en cuanto a la eficacia
de ambas pruebas fue altamente significati-
va (p<0.01).
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CONCLUSIONES

e Existe concordancia entre los métodos
palpatorio y directo para el recuento de
garrapatas de fase pardsita en animales
de la especie bovina.

e La baja sensibilidad y el acuerdo defi-
ciente entre los métodos visual indirecto
y directo revelan la falta de utilidad de la
prueba para determinar el nimero de
garrapatas ingurgitadas.

e Elmétodo de recuento palpatorio es efi-
caz a la hora de precisar el nimero de
teleoginas.
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