Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua UNAN-Leén
Facultad de Ciencias Médicas
Centro de Investigacion de Enfermedades Infecciosas

Tesis para optar al titulo de Master en Microbiologia Medica

TEMA
Infeccion por Trypanosoma sppen ovinos sintomaticos en el Municipio de Leon
Marzo - Septiembre 2012.

AUTOR:
Lic.Brendadel Socorro Mora Sanchez

TUTOR:

Lic. Rosario Palma MSc.
Profesor Titular

Dpto. Microbiologia y Parasitologia

Facultad de Ciencias Médicas
UNAN-Leo6Nn



Agradecimiento.
A:
Mi padre celestial, principal autor de esta tesis que sin él no hubiera podido
llegar hasta acé.
La cooperacién Sueca que financio mis estudios de maestria
Mi tutora, Lic. Rosario Palma, por su apoyo, por todo el tiempo que dedico a
este trabajo,Por haber creido en mis capacidades, y por ser mi ejemplo de lucha
y perseverancia a usted mi maestra muchas gracias.
Dr. Fernando Salazar, por sus sugerencias y paciencia.
Agradezco de una forma muy especial a Li. Yahosca Reyes,Msc.colega del
departamento de microbiologia de la UNAN-Leén, por todas sus horas de
sacrificio y dedicacion.
A la Lic. Kenia Castro Msc. por su apoyo para que esto fuera realidad y .por sus
consejos
Dr. Samuel Vilchez. Director de Departamento de Microbiologia y Parasitologia
de la UNAN-Leon.
Dr. Filemén Bucardo. Coordinador de la maestria, por su apoyo y colaboracion
de este trabajo.
Dr.Willian Jiron Director de la Escuela de Medicina Veterinaria,
Al personal de Biopatologia de la Escuela de Medicina Veterinaria por su
colaboracién en el procesamiento de las muestras. Y de manera muy especial al
CEVEDI por el apoyo a esta investigacion.
La Dra. Cristiane Duttmann, por darme la oportunidad de emplear los
conocimientos adquiridos en mi maestria.
Al Lic. Byron Flores Msc. Por todo su apoyo.
Sra. Candida HernandezSra. Antonia Obando

Sra. Yanet ReyesSr.Edwin Herrera.

A MIS PRIMEROS MAESTROS:
Dra. Aleyda Téllez
Dr. Byron Leiva.

A MI PRIMERA ESCUELA:
Departamento de Microbiologia.

Para todos aquellos que estuvieron siempre con migo muchas gracias.



DEDICATORIA

Este esfuerzo es dedicado primeramente a un ser muy especial, que es el
principal motor de mi vida, incondicionalmente me ha demostrado su inmenso
amor y por eso lo amo.

Para. Ti ®apito Bueno.

También se la dedico a mi MadrecitaBuena, que me ha ensefiado que siempre que
caiga me tengo que levantar, pero con mas fuerzas para continuar caminando.
Gracias por tu amor y tu dedicacion por ser un ser precioso.

Muy especialmente a Mis hermanas. Que las amos y a Mis Sobrinos. Que son las
cincos joyas mas preciosas que existen.



INDICE

I.NTRODUCCION

1.1 HISTORIA

1.2 GENERALIDADES

Il. ANTECEDENTES

ll. JUSTIFICACION

IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
V. OBJETIVOS

VI. MARCO TEORICO

6.1 GENERALIDADES ,

6.1.2 CLASIFICACION TAXONOMICA

6.2 BIOLOGIA

6.2.1 CICLO BIOLOGICO ,

6.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGIA

6.4 AGENTE ETIOLOGICO

6.4.1 VECTORES

6.5 MECANISMO DE TRANSMICION
6.5.1FORMA DE TRANSMISION SALIVARIA
6.6 PATOLOGIA Y MANIFESTACIONES CLINICO
6.6.1 INMUNOPATOLOGIA

6.6.2 HEMATOCLITO

6.7 DIAGNOSTICO

6.7.1 PARASITOLOGICO

6.7.2 SEROLOGICO

6.7.3 MOLECULAR (PCR)

6.8 MEDIDAS DE CONTROL

6.9 TRATAMIENTO
VII.DISENOMETODOLOGICO

VIII.LRESULTADOS
IX. DISCUSION

X. CONCLUCION

XI. RECOMENDACON
XIl. REFERENCIA
XIII.LANEXOS

Pagina

©CoOoO~NOO O G & W N = = <



ABREVIATURAS

Ag: Antigeno

ADNCc: Acido Desoxirribonucleico Complementario
AC: Antes de Cristo

ADN: Acido Desoxirribonucleico

CDC: Control Deseases Center

DO: Densidad Optica

ELISA: Ensayo Inmunoenzimatico

GP: Glicoproteinas

IC: Intervalo de Confianza.

IFI: Inmuno Fluorescencia Indirecta.

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud.
PCR: Reaccion en Cadena de Polimerasa.
PCR-RFLP:Reaccién en Cadena de Polimerasa Polimorfismo en la Longitud de
los Fragmentos de Restriccién.

PBS: Buffer Fosfato.



L INTRODUCCION

La tripanosomiasis es una enfermedad debilitante y comunmente fatal de los animales
domésticos, especialmente en bovinos y pequefos rumiantes. Es ocasionada por varias
especies de Trypanosomas, de los cuales el Trypanosoma vivax es considerado como el
agente causal de mayor importancia en rumiantes domésticos y silvestres en Sur
Ameérica donde ha sido mayormente estudiada (1).

ElTrypanosomaen especie animaleses un protozoario flagelado, identificado por primera
vez como patégenopara los mamiferos animal por Evans Griffithsen 1902(2).En el ovino
la enfermedad, es conocida como nagana o n'gana, una palabra zull que significa “estar
deprimido/alicaido”.  Trypanosomavivaxy otros miembros de la familia
Tripanosomatidaecomo: T.congolenseT.equiperdum, y T.brucei producen en forma
aislada o en conjunto una devastadora enfermedad en los rumiantes como vacunos y

ovinos, conocida en el Africa como Nagana(3).

Los pequenos rumiantes pueden ser importantes reservorios de la infeccion, a partir de
los cuales puede pasar al ganado vacuno y, por ser animales de menor costo y mas facil
manejo, son también utilizados como modelo experimental para el estudio de la

Trypanosomiasis bovina.

La crianza de ovejas africanasen Centro América es reciente segun los pocos datos
reportados hasta el momento. Estas se introducen a Nicaragua a comienzos de la
década de los 80, procedente de dos donaciones que hacen México y Cuba. México
dono unos 50 animales, hembras en su mayoria, y Cuba doné una partida similar. Estos
rebanos donados fueron ubicados en cooperativas agropecuarias en el centro y norte
del pais. Las razas mas comunes en Nicaragua son: Pelibuey, Kathadin, Black Belly y

Dorper, estos animales se distinguen de las europeas porque son de pelo corto(4, 5).
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Il. ANTECEDENTES

Trypanosomiasis en animal fue introducido en el continente Americano

aproximadamente en 1830.

En un estudios de prevalencia utilizando la técnica de ELISA revelan que se han
reportado cepas de T.vivax con un 10 % de prevalencia tal reporte se hizo en ovinos
estudiados de en una regién pantanosa de Brasil en la zona de las Antillas por Zapatas
y Mesas 2009,(6)desde donde se extendié a los paises de la regién Latino Americanos.
En la region de Pantanal, en Brasil se ha calculado en més de 2,4 millones de ddlares las
pérdidas econémicas anuales causadas por este parasito, considerando tan solo la
muerte de los animales(7).

En Venezuela, la Trypanosomiasis atribuida a mamifero es provocada por la especie de
Trypanosomavivax. Estd ampliamente distribuida en las diferentes regiones del pais y su
prevalencia varia del 10- 20%(8).En las sabanas venezolanas reportan una
seroprevalencia de 18,7% (Edo. Apure)Garcias y Zerpas 2013 y 24,9% en la zona central
(Edo. Miranda) en un estudio en BecerroEspinoza y Gonzalez en 2011.

Oliveira en el 2007 reportd por primera vez en Costa Rica la prevalencia de T. vivax con
un 32.1% en el ganado bovino(9). El género Tripanosoma no se ha estimado como un
agente nosoldgico importante en pequenos rumiantes domésticos aun cuando estudios
epidemiologicos en Venezuela, sefalan seroprevalencia variables para T. vivax, que
oscilan desde 9,75% hasta 62,3%(10, 11).

En un primer reporte realizado en la escuela de Medicina Veterinaria UNAN-
LEONNicaragua Tenorio ycol. se identificd Tripanosoma spp, en muestras de sangre de
rebanos de ovejas con la técnica de tincion de Giemsa, aunque es una prueba de baja
sensibilidad, se obtuvo un 37% de resultado positivo(12), sin embargo, es dificil de
estimar el impacto econdémico ya que, adicionada a la pérdida del animal debe
considerarse el efecto producido por la reduccién de peso, produccién de leche vy
reduccion en horas de trabajo de los animales, sumado el costo en asistencia Médica

Veterinaria.
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lll. JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

En Nicaragua no se ha realizado estudios para conocer la prevalencia de infeccién por
Trypanosoma en rumiantes, como ganado vacuno, ovino y caprino. Sin embargo de
manera accidental se han detectado casos de frotis positivos en sangre de ovinos.

De acuerdo a datos bibliograficos los protozoarios del genero Trypanosomapueden
provocar infeccidon en diversas especies de rumiantes entre ellos el ganado vacuno y
ovinos. En la actualidad la crianza de ovinos en nuestro pais ha cobrado importancia
econémica y comercial, razén por lo que la presente investigacion pretende conocer la
prevalencia de infeccién de Trypanosoma en ovinos sintomaticos. Este estudio realizado
en Nicaragua revelara la frecuencia de esta enfermedad en los ovinos, proporcionando

una base para el diagnéstico y control de la Trypanosomiasis en esta especie.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢;,Cual es la prevalencia de Trypanosoma en una poblacidbn de ovinos sintomatico

ubicada en el municipio de Le6n?
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V. OBJETIVOS

Objetivo general:

Describir la prevalencia deTrypanosomaen ovinos sintomaticos en una finca del

municipio de Leén Marzo - septiembre 2012.

Objetivos especificos:

% Determinar la presencia de los hemoparasito en ovinos (pelibuey) utilizando la técnica
de extendido periférico con tincion de Giemsa.

% Determinar la prevalencia de anticuerpo anti Trypanosoma y el titulo umbral en la

poblacién de estudio.

+ Relacionar algunas variables sociodemograficas con signos clinicos de los animales

en estudio.
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VI. MARCO TEORICO

6.1 HISTORIA: LaTrypanosomiasis en animales fue publicada por primera vez en las
islas de Arauca, Canarias en 1903. El animal habia sido importado del area africana
donde T. evansises altamente prevalente(13) lo que provocd la diseminacion de la
enfermedad en otros animales como el ganado vacuno de esa regién. Son susceptibles
los animales sometidos al estrés, embarazo y mal nutricién; observandose edemas en
las partes inferior del cuerpo, hemorragias y abortos en las hembras. La enfermedad se
presenta algunas veces con fiebre, asociada a la parasitemia junto a una anemia
progresiva con pérdida de la condicién normal como: desfallecimiento, cansancio, falta
de fuerzas(6). En 1903, el inglés David Bruce demostr6 la habilidad de la mosca tse-tse,
Glossinapalpalis de transmitir la Trypanosomiasis, mientras se alimentaba de sangre,
principalmente en animales mamiferos como el ganado bovino, caprino, ovinos y cerdos.
En regiones donde esta mosca no esta presente como en América Latina el parasito se
adapta a una transmisibn mecanica por insectos hematoéfagos, como tabanideos o
Stomoxis spp, y garrapatas(14). La Trypanosomiasis conlleva un impacto econdémico
porlas pérdidas en la produccién, debidas a bajas en la ganancia de peso, produccion
lechera, abortos, repeticion de celos, como resultado de la accionhemoparasitaria.

6.1.1GENERALIDADES:

La Trypanosomiasis: Es producida por un protozoario hemoflagelado de importancia
veterinaria con distribucién mundial. Su introduccion en América se cree relacionada con
una importacion de bovinos cebul, provenientes de Senegal en 1830, traidos a la
Guayana Francesa y las islas de Guadalupelnfectando una variedad de grandes
mamiferos entre los que se incluyen caballos, camellos, bufalos, venados , ovinos
caprinos y vacunos causando la enfermedad que es de gran importancia econémica en,
regiones en las cuales cientos de animales mueren anualmente debido a la infeccién con

este parasito (2).
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6.1.2 CLASIFICACION TAXONOMICA:
Stomosys (Tabano):

Reino: Animalia

Phylum: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden: Diptera

Suborden: Brachycera.
Familia:Tabanidae

Trypanosoma spp.
Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophora
Orden: Kinetoplastida
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma

PhylumSarcomastigophora;Con flagelos, pseuddépodos o ambos, nucleo Unico,
generalmente no forman esporas, reproduccion sexual si existe, basicamente singamia.
SubphylumMastigophora;Trofozoitos con uno o mas flagelos, reproducciéon asexual
fusion binaria, en muchos grupos, se desconocenmecanismos de reproduccion sexual.
Clase Zoomastigophorea; Son protozoos flagelados, con uno o mas flagelos en forma
de latigo; El nucleo es de tipo vesicular, carecen de cromatéforos; El aparato neuromotor
esta constituido por un blefaroplastogranular, o granulo basal, del que emerge el
axonema.

Orden Kinetoplastida; Posee uno o cuatro flagelos; El kinetoplasto contiene ADN, y
forma parte de la mitocondria que, en el caso de los Trypanosomas, recorre la longitud
total del cuerpo.

Familia Trypanosomatidae; Con forma de hoja, pueden ser redondeadas.

Género Trypanosoma; Los miembros de este género se presentan en vertebrados,

principalmente en la sangre y tejidos fluidos, aunque unos pocos pueden invadir células
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tisulares. Son transmitidos por artropodos hematéfagos, en los que se desarrollan las
fases evolutivas de; trypomastigote, epimastigote, promastigote y amastigote. Algunas
especies han perdido la capacidad de experimentar desarrollo ciclico en artrépodos, yla
transmision mecanica es el Unico medio disponible. En muchas especies en el
hospedador vertebrado solo aparecen trypomastigote, que se caracterizan por su
especial aptitud patdgena para el hombre y los animales. Los protozoos a considerar en
el presente estudio son del género Trypanosoma(15).

Trypanosoma vivax. Es una especie monomoérfica,de 20 — 27 ym (media 22.5 ym) por 3
mm. Su porcion posterior, mas ancha ybulbosa, es inconfundible, el kinetoplasto es
grande y terminal y presenta unflagelo libre, corto, de 3-6 mm de longitud. El organismo
es muy mévil ensangre fresca, desplazandose rapidamente a través del campo y dejando
a unlado a los eritrocitos que encuentra en su camino.s

T. vivax causa la forma mas importante de tripanosomiasis del ganado vacuno,puede
producir una enfermedad asintomatica o crénica, aguda o peraguda.

Las infecciones peragudas se caracterizan por una parasitemia alta ypersistente, aunque
en el momento de la muerte puede ser muy baja. T. vivax tienen un periodo de
incubacion variable (4 a 40 dias); sin embargo,pueden ocurrir mortalidades de mas del
50%. Parece haber una variacionmarcada en la virulencia con diferentes cepas de T.
vivax; pero sigue siendo lacausa mas importante de tripanosomiasis en bovinos,
borregos y ovejas deAfrica Occidental. Causa también una enfermedad leve en los
caballos y unainfeccién crénica en los perros. El T. vivax con frecuencia es dificil
deencontrar en los frotis sanguineos y se observa mejor en frotis de ganglios
linfaticos(16).

6.2BIOLOGIA:

Trypanosomas:Son hemoflageladosdelafamilia Trypanosomatidae. Viven en la sangre o
los tejidos de los mamiferos como bovino, caprinos, ovino, caballo, camellos, perros, su
ciclo vital envuelve a dos huéspedes un insecto y mamiferos. Esta familia posee
especies que tienen un solo flagelo, un nucleo y un cinetoplasto (origen del flagelo).La
formas Trypomastigotas se dividen por fision binaria convirtiéndoseen: Tripomastigote
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metaciclico,esta fase se encuentra en gldndulas salivales del vector y es transmitido al

hospedador vertebrado por la saliva.

Amastigote: Dentro del organismo, los Tripomastigotes pasan al torrente circulatorio e
invaden las células nucleadas, convirtiéndose en Amastigote (formas redondeadas sin
flagelo). Los Amastigote se multiplican por fision binaria preferentemente en las células

del sistema reticulo endotelial

Tripomastigotes sanguineo: Los Amastigote se dividen y multiplican, rompen la célula
huésped y salen al torrente sanguineo como Tripomastigotes sanguineos, que a su vez
infectan otras células. Los Tripomastigotes no son capaces de multiplicarse en la
sangre. Su Unica forma replicativa en los vertebrados es la forma de Amastigote

intracelular.

6.2.1CICLOBIOLOGICO

Trypanosomavivax,es elprincipales agentes causal de la Trypanosomiasis, en
rumiantes. Esta especie se adaptd, en ausencia de su transmisor natural: las moscas
tsé-tsé, a un tipo de transmision mecanicase lleva a cabo por la intervencion de moscas
picadoras, tales como Stomoxys y Tabanos que se infecta inmediatamente después de
alimentarse, pero el Trypanosoma infectante permanece en las partes bucales del vector
mecanico, sélo durante un corto periodo de tiempo, y tienen que ser rapidamente
trasmitido(17). Es importante distinguir estos dos tipos de transmisién, mecanica y
ciclicadebido a que en la transmisidbn mecanica, los Trypanosomas infectantes tienen un
corto periodo de vivencia en sus vectores, y por el contrario, en la transmisién ciclica el
Trypanosoma tiene que pasar un tiempo bastante largo para que alcance su fase
infectante, que generalmente requiere de 15 a 35 dias. Su presencia ha sido sefialada en
muchos paises de Centro América, Sur América y las Antillas.El principal Trypanosoma
involucrado en la  Trypanosomiasisovina en Centro y Suramérica es
Trypanosomavivaxviennei, el cual algunos taxdnomos lo diferencian de T. vivaxvivax, en

su forma de transmision, que se transmite mecanicamente, como lo hace T. vivaxviennei,
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pero puede transmitirse de huésped a huésped, mediante su desarrollo en moscas tse-
tsé (glossinas).

La infeccion comienza cuando los Trypanosomas son inoculados en la sangre de un
mamifero por elinsecto vector mientras éste se alimenta del animal. En el hospedador
vertebrado las formas delgadas delos parasitos, se reproducen por fision binaria, hasta
conseguir que un gran numero deparasitos se acumulen en la sangre. Los
Trypanosomas adquieren una forma intermedia, paraposteriormente adquirir forma
redonda y corta; esta es la que ingiere el hospedador invertebrado yvector mientras se
alimenta del animal. En el interior del insecto vector se presentan las formaspoliciclicasy,
se produce la division para que posteriormente los parasitos pasen al proventriculo v,
después a las glandulas salivales del insecto donde adquieren la forma de epimastigote y
experimenteuna divisién adicional. Finalmente las formas metaciclicas, se presentan en
las glandulas salivales delinvertebrado. Las formas metaciclicas son las que llegan a
infectar a los animales, yse repite el ciclo vital.

Stomoxys. Spp (Tabanos mosca picadora):

Las hembras depositan sus huevos en masa de 400 a 1,000 unidades sobre piedras o
vegetales situados en las orillas de pequefas y pocas profundas agrupaciones de agua.
Se inicia una serie de estadios larvarios. Las larvas eclosionan al cabo de una semana,
dependiendo de la temperatura y la humedad relativa y caen al agua. Desarrollan una
serie de 6-13 mudas larvales y pasan el invierno como larvas. La mayoria de las
especies de areas templadas tienen una sola generacién al afio, mientras que otras
producen dos 0 mas. Las especies particularmente grandes pueden pasar hasta 3 anos
como larvas. La fase | y la fase Il no necesita alimentarse, pero la fase Il y fase IV son
carnivoras agresivas o saprofagicas, y se alimentan de larvas de insectos, crustaceos,
caracoles, lombrices, renacuajos, tejidos vegetales y materia organica muerta,
dependiendo de la especie del tabano y la disposicion de la comida. Una vez que han
madurado pasan a ser pupas que se trasladan al fango de las orillas para eclosionar y
pasar a la trasformacion de su etapa adulta. La etapa de pupa puede durar de 4 — 21
dias. Algunos tabanidos pueden desarrollarse de hueva a adulto en tan solo 6 semanas y

tienen varias generaciones al afo.

PéginalO



6.3CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS:

Trypanosomas vivax: Es un pequeio hemoflagelado con un cuerpo alargado, provisto
de un flagelo y una membrana ondulante. Fue identificado por el clasico movimiento
vibratorio del parasito entre los hematies, por las caracteristicas morfolégicas en frotis
coloreada con Giemsa. Sus caracteristicas principaleses el notorio kinetoplasto terminal
o subterminal redondeada, la membrana ondulante poco desarrollada y el pequefo
tamano de los parasitos. Suporcidon posterior, mas ancha y bulbosa, el kinetoplasto es
grande y terminal y presenta un flagelo libre, corto, Tripomastigotes, 25-40 micras de
largo, un movimiento anterior de cinetoplasto hacia el nucleo y algunos que tiene un
extremo posterior romo. El epimastigotes mide 40-42 micras de largo(18). La
membranaondulante es poco desarrollada. El nucleo es oval y se orienta

longitudinalmente(15, 19).

Stomoxys. Spp (Tabanos mosca picadora):

Existen mas de 300,000 especies

Huevos: miden de 1-2 mm de largo, color blanquecino, fusiforme y algo incurvado,
presenta una zona de eclosidén marcada en su polo posterior.

Larvas: estas moscas pasan a través de 4 a 10 estadios larvarios durante su desarrollo;
las larvas miden entre 1,5 a 2,5 mm al abandonar el huevo y alcanzan 1 a 6 cm al
completar su desarrollo. Generalmente son de color blanquecino aunque algunas
presentan matices de color marrén y verdes. Su cabeza, es pequefia y atenuada
apicalmente en su extremo y parcialmente retraible en el protérax. Tienen piezas bucales
masticadoras puntiagudas que se mueven segun un plano vertical; las mandibulas son
fuertes, paralelas y curvas ventralmente. En el cuerpo se distinguen 3 segmentos
toracicos, los cuales estan faltos de ornamentacion y 8 segmentos abdominales; los siete
primeros segmentos del abdomen estan provistos, en su zona ventro-lateral, de seis
protuberancias de funcion pseudopddica (pseudo-patas), y el ultimo, provisto de un corto
sifon dorsal.La cuticula de la larva tiene estriaciones longitudinales que le dan un aspecto
moteado.
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Pupas: Son por lo general de color marrén o marrdn claro, con ojos, patas y parches
alares visibles externamente. Una serie de espinas bordean el margen posterior de
muchos segmentos abdominales y presentan ademas una serie de proyecciones
caudales en forma de estrella llamadas aster pupales, las cuales son utiles en la
identificacion.

Adultos: En general son de cuerpo robusto, cabeza plana y redondeada; el macho se
diferencia de la hembra por tener los ojos mas pegados; las hembras poseen aparato
bucal cortador-chupador por sus habitos alimenticios hematéfagos, mientras que los machos
carecen de este aparato bucal ya que ellos se alimentan del néctar de las flores, savia y
heces de pulgones. Las hembras también necesitan estas fuentes de hidratos de carbono
ademas de la sangre. Normalmente son oscuras pero pueden tener lineas o manchas de
color amarillento y en algunas ocasiones reflejos metélicos en los ojos de matices verdes,

amarillos, naranjas o violetas, su tamano varia de mediano a grande.

6.4AGENTE ETIOLOGICO:
La Tripanosomiasis animal: Es causada por T. evansi, T. vivax, T. congolense,

T. equiperdum, T. brucei. Esta enfermedad se encuentra distribuida especialmente en
las regiones tropical y subtropical, que por las caracteristicas de sus ecosistemas
favorecen la coexistencia del hemoparasito, vectores y reservorios, estableciéndose asi

las condiciones para la infeccién(20).

6.4.1VECTORES: La mosca del caballo (Tabanusspp.) la mosca de la paleta
(Haematobiairritans) y la mosca de los establos (Stomoxisspp.) figuran como los
principales vectores de este hemoflagelado. Y en regiones donde esta mosca no esta
presente, el parasito se adapta a una transmisién mecanica por insectos hematéfagos,
como los dipteros picadores (Tabanos), como tabanideosT.vivaxpuede ser transmitido
también por murciélagos ya qué sirve como vector de esta especie. Ademas este
parasito puede ser transmitido directamente a través de la leche madre a hijo o durante
el coito(21).

6.5SMECANISMO DE TRANSMISION:Desarrolla una transmisién vectorial bioldgica,

atravez de las salivas del insecto transmisor succionador de sangre. Los tdbanos son los
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principales insectos artropodos vectores dipteros de la Trypanosomiasiscausada por T.
vivaxviennei en América.La transmisién requiereque no hayan pasado mas de quince
minutos de alimentacién sanguinea interrumpida, para transmitir el parasito al nuevo
huésped. Todos los Trypanosomas contienen un Kkinetoplasto que contiene
ADNmMmitocondrial, conformado por maxi y mini circulos(22). Lapresencia de maxi circulos
es considerada necesaria para el Trypanosoma dela seccion Salivaria, porque los maxi
circulos son los que activan a lamitocondria para que ocurra el ciclo biol6gico del parasito
en el vector paraque el Trypanosoma se vuelva infectivo y pueda contagiar al animal.
Estatransmision ciclica, mantendra la distribucién del Trypanosoma y permitira
elintercambio genético dentro de las especies(23).En el proceso de tomar sangre, el
insecto deposita saliva infectada con Trypanosomas en el tejido conectivo de la piel del
animal. Los Tripomastigotes son inoculados en el mamifero. Es por eso que se dice que
los insectos succionadores de sangre pueden transmitir T.vivax de un hospedador
infectado a otro sano.En los Trypanosomas de transmisibn mecanica no existe el
intercambiogenético, esto solo ocurre en los Trypanosomas de transmision biolégica.
Seconsidera que la transmisibn mecanica de ambos parasitos es
mantenidaprincipalmente por los tabanos. Hall y col. en 1993, reportaron que laestacién
de mayor abundancia de tdbanos esta relacionada con las épocashumedas y hay una
menor incidencia de laTrypanosomiasis en los animales de mayor edad debido a que
estos animalesestan méas tiempos quietos comparados con los animales jévenes(24).La
Trypanosomiasis en nuestro medio, es transmitida por la picadura devectores mecénicos
hemato6fagos, principalmente los Tabanos. Un factoresencial de la transmision mecanica
es la alimentacién interrumpida de las moscas, que la especie que comunmente afecta a
Centro y sur América es la T. vivaxvienneiel parasito se diferencia a una forma
sanguinea, que se adapta a vivir en sangre de mamiferos. Otro aspecto muy importante
en la diseminacion del parasito, es el transporte indiscriminado de animales, entre zonas
tropicales, lo que ha conllevado a su diseminacibn en muchas zonas del pais.El
transporte de animales contaminado implica un gran riesgo para animalessusceptibles.
Nunca expuestos al parasito, con graves efectos clinicos y patolégicos sobre los mismos.
La enfermedad crénica dura meses o afnos y termina en muerte del animal, estado de

portador persistente o cura espontanea(14, 21).
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6.5.1FORMA DE TRANSMISION SALIVARIA:
Son los que se desarrolla en la probéscide y en las glandulas salivarias, esdecir, en la
estacion anterior de los vectores, y se inyecta con la saliva en elmomento de la succién

de sangre de sus hospederos definitivos(19).

6.6PATOLOGIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS:

Tiene un periodo de incubacion de 4-40 dias en especie de caprino yovino pero puede
variar segun las condiciones inmunolégicas del animal y patogenesidadde las cepas, al
igual que las condiciones ambientales.Consiste esencialmente en la destruccion de las
células del sistema reticulo endotelial y de otros tejidosdel cuerpo, por el crecimientoy
multiplicacion de los parasitos dentro de las células, particularmente expuestas. La
parasitosis puede provocar abortos en etapas tardias de la prefiez. Los animales
generalmente mueren principalmente por deficiencia de hierro, y se registran ciclos de
fiebre intermitente relacionada con los picos de parasitemia. Los principales sintomas
observados son palidez de las mucosas, edema, emaciacion y aumento del volumen de
los ganglios linfaticos y anemia profunda. En ovinos y caprinos la infeccion se desarrolla
de manera crénica y puede persistir por afos, presentando los sintomas en la etapa
terminal de la enfermedad.Muchas veces las crias muestran una sintomatologia clinica
acentuada, lo que lleva a pensar que conviven con el parasito, se adaptan a él y lo
toleran hasta cierto grado(25). La enfermedad causada por los miembros del género
Trypanosomase caracteriza por presentar formas agudas, cronicas y subcrénicas, en las
que el animal puede morir subitamente(18). En estudios con ovinos infectados por
Trypanosomavivax se ha establecido que la muerte se debe a las combinaciones de
alteraciones microcirculatorias, dafos cardiacos y anemia. Igualmente, como resultado
de la infeccion crénica se pueden producir abortos, descenso de la produccién lactea,
reduccién del rendimiento y mala calidad del semen lo que conlleva a pérdidas
econOmicas elevadas.Se debe tener presente que la patogenia de la infeccion depende
de la virulencia de la cepa, la susceptibilidad del hospedador, factores no especificos que
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afecten al hospedador mamifero como lo pueden ser estrés, co-infecciones y condiciones
epizootiolégicas regionales en ovinos, caprino y bovino(26).

6.6.1 INMUNOPATOLOGIA: la enfermedad tiende a estabilizarse cerca de 4-6 semanas
post-infeccion, después de las cuales presentan anemia cronica. En las areas
endémicas, donde los animales estan obligados a caminar para comer y beber y son
picados repetidamente por los vectores, sobreviene un deterioro en pocos dias hasta
morir por falla cardiaca debido a la anemia. Aunque los cambios en sangre y tejidos que
ocurren en la Trypanosomiasis estan bien caracterizados, la anemia que ocurre durante
la Trypanosomiasisaguda es debida principalmente a la remocién de gran numero de
células rojas por los macréfagos. Se han sugerido mecanismos responsables de la
remocion excesiva por las células del sistema fagocitico mononuclear, de esta manera la
membrana de las células rojas puede ser dafada fisicamente durante la infeccién.El
antigeno del Trypanosomaspp. y complejos anticuerpos-parasito pueden unirse a las
células rojas. Por otra parte se senalan diversos factores del parasito como responsable
del dano a las células rojas (hemolisinas, proteasas, neuraminidasas, fosfolipasas),
ademas que los anticuerpos aberrantes (auto anticuerpos) pudieran unirse a las propias
células rojas del hospedero por lo que las células rojas son fagocitadas por macréfagos
activados(27). Este fendmeno, reconocido por Ross y Thompson en 1910, se manifiesta
en oleadas sucesivas de parasitemia con intervalos de pocos dias, cada una de las
cuales representa la multiplicacion de una poblaciéon de un nuevo tipo antigénico. Su fase
decreciente se corresponde con la destruccion de esta poblacién por anticuerpos. Asi, la
persistencia de una infeccidén se debe a la evasion de la respuesta inmune por un cambio
repetido en su caracter antigénico(28). Los Trypanosomas tienen la capacidad de hacer
variaciones antigénicas,donde cada periodo de parasitemia maxima corresponde al
desarrollo de una poblacién de Trypanosomas de un nuevo tipo antigénico. Cuando
ocurre la eliminacién de una poblacién de un unico tipo antigénico provoca una caida en
los niveles sanguineos de parasitos. No obstante, una cierta proporciéon del grupo de
sobrevivientes desarrolla nuevos antigenos de superficie, y se origina una poblacion
nueva, la cual produce una vez mas un periodo deparasitemia elevado. Esta fluctuacion

ciclica en los niveles de parasitos,donde cada valor maximo refleja en la apariciéon de una
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poblacién que tiene una nueva variante antigénica, que puede proseguir durante varios
meses.Los antigenos variantes que se producen en las primeras etapas de la infeccion
tienden a desarrollarse en una secuencia, la cual se puede predecir con facilidad. No
obstante, a medida que la infeccion progresa, los antigenos variantes empiezan a
producirse de una manera mas aleatoria. Cuando se produce el cambio, antigénico, las
glucoproteinas de la cubierta antigua se desprenden y se reemplazan por una proteina
diferente desde el punto de vista antigénico. El analisis de la genética de este proceso
indica que los Trypanosomas tienen gran cantidad de genes para las proteinas de la
cubierta, y que la variacién antigénica se produce como resultado de un re arreglo y
seleccidon de genes, producido al azar.

6.6.2HEMATOCRITO:De acuerdo a Igbokwe, la variacion de hematocrito refleja la
presencia de material antigénico derivado de los Trypanosomassobre los glébulos rojos,
lo que sugieren que la fagocitosis de los eritrocitos en 6rganos del sistema reticulo
endotelial(29). Los Trypanosomaspp producen un factor hemolitico que contribuye a la
lisis de eritrocitos. Otras propuestasdescriben que ocurre un efecto traumatico directo de
los Trypanosomas sobre las células rojas, incremento de la fragilidad osmoética de los
eritrocitos por efecto de la fiebre, auto-anticuerpos a eritrocitos adhesion de antigenos del
Trypanosoma o complejos antigeno anticuerpo en la superficie del eritrocito y

dishemopoyesis(30-32).

6.7DIAGNOSTICO
6.7.1 PARASITOLOGICO

Los métodos parasitolégicos estan basados en la identificacion de los Trypanosomas
durante su fase sanguinea, pero tienen el problema de poseer una baja sensibilidad, no
detectando hasta un 50% de animales Infectados con baja parasitemia.

6.7.2 SEROLOGICO:
Los métodos serolégicos son importantes en él diagndstico rapido de la
Trypanosomiasis,especialmente, cuando ocurren focos de la enfermedad, posibilitando
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de estemodo la reaccién inmediata para el control de los focos. Los demas
métodostardarian un poco y tienen un mayor costo, siendo mayormente empleadosen
estudios epidemioldgicos, con una mayor especificidad y sensibilidad enél diagnéstico de
la enfermedad.

6.7.3MOLECULAR (PCR)

Poseen una alta sensibilidad yespecificidad, basada en la deteccion del ADN del
parasito. EI método Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), consiste en la
amplificacion dematerial genético (ADN de virus, bacterias, parasitos etc.), con la ayuda
dereactivos especificos (Primers), basado en la acciéon de la polimerasa, que es la
enzima que dirige la sintesisde ADN.Las ventajas mas significativas de la PCR
son,especificidad, donde seestablecen condiciones de la reaccion muy estrictas, de
manera que soélo sepueda amplificar el microorganismo que estamos buscando detectar,
siendo esta una gran ventaja sobre otros métodos(33). Puede detectar la presencia de
parasitos con 5 dias de infeccién y detecta la infeccién en fases finales de la enfermedad
y en estados cronicos, cuando los niveles antigénicos y de parasitemia son
indetectablespor los métodos parasitolégicos y serolégicos(33, 34). Los primers para el
diagnostico de T. vivaxfueron desarrollados usando como blanco de secuencias de
satélites del ADN del parasito especificos del mismo(TVWA/B)(35) o ADN codificado
(TWJ1/2), el cual codifica un gen de un antigeno expresado por T. vivax(Tv27)(33).

6.8 MEDIDAS DE CONTROL

Por el momento no se dispone de vacunas o algun otro medio inmunogenocapaz de
prevenir la enfermedad, debido a la capacidad del patdégeno de desarrollar nuevos
antigenos de superficie. Sin embargo se recomienda, utilizar medicamentos preventivos
como Isometamidium.

La lucha contra laTrypanosomiasis es dificil pues no solo los animales enfermos sino
también los aparentemente sanos, son portadores de parasitos habiendo la posibilidad
de un recrudecimiento de la sintomatologia de la enfermedad en los animales, que
posiblemente van acompafados de una elevacidbn de los niveles de parasitemia

suficientes para infectar los vectores hematéfagos, siendo los tabanoslos mas
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importante, diseminando la infeccion entre los animales del area. Los métodos de control
a emplearse estarian destinados al tratamiento de loshuéspedes infectados, y el ataque
a los vectores se enfocan a las moscas picadoras que transmiten el hemoparasito en
forma mecanica y a los animales que padecen la infeccién y pueden transmitirla a los
animales sanos en sus zonas de origen o distantes cuando se movilizan o son
transportados por el hombre(17). Se puede considerar que los métodos principales para
evitar la diseminacion es controlar los vectores, siendo lo mas indicado el uso de
insecticidas como las deltametrinas, en su presentacién. Ademas de la vigilancia
epidemioldgica constante de los focos endémicos,promocionando el uso de inmuno-
estimulantes en los animales susceptibles. Ante la ocurrencia de una epidemia, medicar

a los animales afectados y en riesgo con farmacos de eficiencia comprobada.

6.9 TRATAMIENTO

El Dimenazene, Homidiumy el isometamidiumson usados para el tratamiento y profilaxis
de la Trypanosomiasis en bovinos, ovinos y caprinos. La Quinapiramina, Suraminy la
melarsominason usados como agentes terapéuticos para infecciones, que de acuerdo a
las observaciones obtenidas,parece ser el medicamento de eleccién y también ha
demostrado ser efectiva paraestablecer estrategias de prevencién contra T. vivaxen
regiones con alto riesgo(17).
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VIL.DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio:Descriptivo de corte transversal

Poblaciéon: Lo constituyeron 465 pelibuey ubicados en una finca de estudio Km 8
carretera aPoneloya.

Area de estudio:finca Km 8 carretera a Poneloya, departamento de Leén Nicaragua.

Muestra:se calculé porMuestreo no probabilistico por conveniencia. Una cantidad de 100

muestras pertenecientes al lote que presentaba esta sintomatologia.

Criterios de inclusion: Fueron los pelibuey con signo de emaciacion, que estaban
ubicados en la finca de estudio, y que pertenecian al mismo lote.

Criterio de exclusion: Fueron todos los pelibuey que no presentaban signo de
emaciacion, y que no estaban ubicados en la finca de estudio, y los que no pertenecian

al mismo lote.

Recoleccion de la informacidon y de la muestra: Se le informé al duefio de los
animales el objetivo del estudio y se solicitdsu consentimiento. Se procedié a llenar ficha
que consta de datos generales y especificos de cada animal. Se llendla ficha y procedié
a la recoleccion de la muestra que posteriormente se trasladd, al laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia de la facultad de Medicina de la UNAN-LEON, en donde se
le realizaron las técnicas de extendido periférico tincion con Giemsa y la técnica de

Inmunofluorescencia indirecta

Identificacion del parasitopor método directo o extendido de sangre: Para la
realizacion de las técnica parasitologica se recolectaronmuestras de sangre de la vena

yugular de los animales, utilizando EDTA (1 mg/ml sangre) como anticoagulante y se
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realizd un extendido periférico el cual fue tefido con colorante de Giemsa para identificar
a los parasitos en base a las caracteristicas morfolégicas reportadas en la literatura(36).

Procedimientode laTincién de Giemsa: Se coloca una gota de sangre de 20 ul en el
extremo de un portaobjeto limpio, y se prepara una extension fina.La extension se deja
secar Yy se fija por dos minutos con alcohol metilico, se seca y luego se tifie por 25
minutos con Giemsa (1 gota de Giemsa mas 1ml de PBS PH 7.2); pasado el tiempo se
escurre, se lava con agua del grifo y se seca, luego se le coloca una gota de aceite de
inmersidén y se observa al microscopio con lente de 100x. La deteccién del parasito,
conduce a un diagndéstico parasitologico positivo(15, 17)

Procedimiento para la determinacion del Hematocrito: Se llen6 el capilarcon sangre
con anticoagulante, se llena por capilaridad 3/4partes del capilar, con el dedo indice se
tapo el extremo limpio del capilar, se limpia el exceso de sangre por fuera del capilar. Se
le coloca el sello de plastilina en el extremo, se colocé el capilar en la microcentrifuga
con el extremo de la plastilina hacia afuera, y se le coloc6 un contrapeso (otro capilar en
el lado opuesto),se centrifuga a 3.000 rpm. durante 5 minutos, se lee el capilar
confrontandolo con la tabla lectora(8).

Evaluacion de la condicion corporal:Esto fue evaluados segun estandares
internacionales establecidos para cada tipo de especie animal en este caso en el ovino.
Se realiza en base a una técnica facil de aplicar, con base a una escala los animales se
caracterizan desde sub-nutridos ("flacos, y/o con caquexia"), hasta sobre-alimentados
("gordos, obesos"). Esto indica el balance del animal entre entrada, (consumo, digestion
y metabolismo) y salidanutrientes, (crecimiento, gestacién, producciéon,enfermedad). Esto
significa una herramienta de diagndstico nutricional general del animal.Las medidas
corporales que se realizan fueron: Ancho, largo y profundidad de la cabeza; Ancho, largo
y profundidad del térax; Ancho anterior, ancho posterior y largo de la grupa; Altura de la
cruz y largo del cuerpo y Perimetro toracico, abdominal y de la cafa, o simplemente se
colocan en una balanza considerandose peso 6ptimo del animal 30-40 kilogramos

ademas se evallan algunos signos clinicos como temperatura considerandose normal
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39°C menor a este valor , se considera hipotermia y por encima de este valor se
considera proceso febril. Se considera que mas de tres evacuaciones diarias son

sintomas de diarrea.

Prueba de Inmunofluorescencia indirecta

Preparacion del antigeno.

La deteccidn de anticuerpos anti- Tripanosoma en este estudio se realizé mediante IFI, la
cual fue desarrollada y optimizada en el laboratorio. Con el fin de obtener el antigeno
Optimo.

Procedimiento 1.

Se inocularon en las venas de dos conejo con 4 ml de sangre obtenida de pelibuey
clinicamente enfermo con Trypanosomay confirmados por método directo y extendido
periférico, Ocho dias posteriores a la inoculaciéon los conejos eran llevados al laboratorio
para extraer sangre venosa y detectar por método directo y tincién de Giemsa, la
presencia del parasito esta observacién se realiz6 durante un periodo de cuatro
semanas, obteniendo resultados negativos en todos los conejos inoculados. Estos
procedimientos fueron realizados en su estudio por (Martinez, Machado, Céceres y
Troyer).(37, 38)

Procedimiento 2.

Se extrajo 200 ml de sangre venosa de un conejo sano y se homogeniz con perlas de
vidrio neutro paradesfibrinar la sangre y ser utilizada en el medio HEMIN especifico para
cultivo y crecimiento de Trypanosoma. Al medio se le agrego 3ml de sangrepositivas con
Trypanosoma de pelibuey extraida con EDTA y confirmado por método directo y
extendido periférico, se revisaron los tubos cada 3 dias por medio de un examen directo,
observando cada tubo en el microscopiode luz invertida al igual que se observo
microscépicamente,por preparacién al fresco de la sangre cultivada por un periodo de 15
dias obteniendo resultados negativos. Estos procedimientos fueron realizados en su
estudio por (Espinoza, Tolero, Sandoval).(39, 40).
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Procedimiento 3.

Inoculamos200ul de sangre de pelibuey con Trypanosoma confirmado positivo por
método directo y extendido periférico a 6 ratones, en el area del peritoneo. Luego cada 4
dias la sangre de los ratones era revisados por preparacién al fresco de la muestra de
sangre obtenida del extremo de la cola. Este procedimiento se realizd por un periodo de
20 dias sin obtener resultado positivo. Estos procedimientos fueron realizados en su

estudio por (Mancebo, Monzén). (7, 41).

Procedimiento 4.

A 5 pelibuey infectado con Trypanosoma confirmado por método directo y extendido
periférico se le extrajeron 50 ml de sangre con EDTA. Para separar los parasitos de la
sangre completa, se utilizé la técnica de centrifugacién extrayendo la capa de glébulos
blancos entre los gldbulos rojos y el plasma,estos se lavaron cuatro veces con solucion
de PBS, (pH 7.2) por 10 minutos a 3000 rpm. En cada lavada se descartaba el
sobrenadante y se resuspendia el sedimento con 5 ml de solucion de PBS hasta obtener
un antigeno limpio, se realizé dilucion 1:5 se fijé el antigeno en la ldminas colocando 10
ulde la dilucién las laminas,se secaron, y se almacenaron a -20°C hasta su uso, Estos

procedimientos fueron realizados en su estudio por (Wood Ronger, Kuanz).(42).

Procedimiento de la técnica de IFI:

Se coloco6 10ul de las diluciones 1/4,1/6,1/8en una lamina que contenia el antigeno fijado,
se dejo reaccionar durante 60 minutos a 37° ¢ en camara himeda.Se lavé tres veces
sucesivas con PBS durante 5 minutos cada vez. Se afadié un conjugado especifico anti
lgG anti cabra mas azul de Evans como colorante contraste. Se dej6é durante 60 minutos
a 37°C en camara himeda, los portas se vuelven a lavar en PBS,tres veces por 5
minutos cada vez y se colocdéuna gota de glicerina bufferada para proceder a examinar

en microscopio de fluorescencia.

Para descartar reacciones cruzadas: Se seleccionaron sueros de referencias

entregados por el MAGFOR central al laboratorio de CEVEDI de Medicina Veterinaria
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UNAN-LEON que pudieron haber dado reacciones cruzadas, 10 sueros positivos para
Babesia , 10 positivos para Anaplasmosis, y 10 positivos para Leptospirosis, 10 sueros
de humanos negativos para Trypanosoma Cruzi.Se procesaron los sueros positivos a
Trypanosoma, por Tincion de Giemsa, los treinta sueros de referencia y los 10 sueros de
humanos negativos a Trypanosoma Cruzi, en una
(diluciones1/4,1/6,1/8)considerandosepositivos aquellos con lecturas de diluciébn mayor
o igual a 1/4 y negativos aquellos por debajo de esta dilucién.

Para estandarizar el conjugado especifico anti IgG anti cabra mas azul de Evans como
colorante contraste, se realizddiluciones de 1/64 hasta 1/512 siendo la dilucién 1/128 la
que permitibobservar claramente el contraste del parasito, ademas se estandarizo el azul
de Evans en una dilucion 1/20 lo que permitié ver claramente la morfologia del parasito
con flurocencia(43). Luego de estandarizada la técnica se procedié a analizar los sueros
recolectados para este estudio. Habiendo utilizado también como sueroscontroles
positivos aquellos que en el extendido periférico se pudo identificar claramente la

morfologia del parasito.

Procesamiento y analisis de los resultados: Los datos obtenidos fueron procesados

utilizando el programa SPSS versién 16.
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Viil. RESULTADOS

Las observaciones microscopica de los frotis sanguineos de los animales infectados
permiti6 reconocer y observar las caracteristicas morfométricas de los
Trypanosomasobservados: extremo posterior romo o redondeado, kinetoplasto grande,
membrana ondulante poco desarrollada, flagelo corto; y medidas que variaban de 30um
a 39 um, lo que corrobord que el hemoparasito observado corresponde a una especie de
Trypanosoma spp.

Nucleolus

Attached
flagellum

Blepharoplast or
Basal granule

Frea flagellum W i a5 Kinetoplast

Pellicle Reserve food
granules

El estudio Microscopico de los frotis sanguineos tefidos con colorante de Giemsa,
permiti6 la identificacibn morfolégica de Trypanosomaen 47% de las muestras
estudiadas.

GRAFICO No. 1 Prevalencia de Trypanosoma sppen los frotis sanguineos tefiidos
con colorante de Giemsa.

Fuente Primaria
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Al analizar el hematocrito de las muestras obtenidas se observé que.La media del
hematocrito de los ovinos que presentaban Trypanosoma por medio de la Tincién de
Giemsa fue del 22% (DE=8.9).La media del hematocrito de los ovinos con ausencia de
Trypanosoma por medio de la Tincion de Giemsa fue de 18% (DE=5.3).

TablaNo.1 Media y Desviacion estandar del Hematocrito en muestras con presencia y
ausencia de Trypanosoma spp

HEMATOCRITO
Presencia deTrypanosoma sppen la Ausencia deTrypanosoma
Tincion sppen la Tincién
MEDIA 22% 18%
DE 8.9 53

Fuente Primaria

En la evaluacién de la condicion corporal, los ovinos positivos tanto a la tincion con
Giemsa como a la técnica de IFl, la hipotermia presenta una frecuencia moderada
ademas de presentar significancia estadistica,( Tincibn 19% p=0.0028), (IFI32%
p=0.0147) el siguiente signo fue la debilidad aunque en la técnica de Tincién , no
presenta significancia estadistica, podemos observar que tiene una frecuencia alta de
(87%), en cambio en la Técnica de IFl se observa frecuencia alta de (88%p=0.000) y
significancia estadistica, de igual manera, la desnutricion no presenta significancia

estadistica pero si alta frecuencia(Tincion 40%), (IF1 45%) .
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TablaNo.2. Evolucion de la condicién corporal de los ovinos positivos y sus signos clinicos.

TINCION GIEMSA IFI
Parametros Positivos IC (95%) Valor de p Positivos IC (95%) Valor de p
(%) (%)
n=47 n=85
Temperatura
Hipotermia (T °<37°C) 9 (19) 0.10-0.65 0.0028 27 (32) 0.07-0.72 0.0147
Fiebre (T %= 39°C) 14 (30) 0.59 - 3.55 0.2791 22 (26) 0.27 - 3.32 0.5865
Pérdida del apetito 16 (34) 0.51-2.76 0.4212 25 (29) 0.15-1.45 0.1537
Debilidad 41 (87) 0.94 - 7.66 0.474 75 (88) 5.50-77.2 0.000
Diarrea 2(4) 0.09 - 3.11 0.3979 3 (4) 0.02 - 0.81 0.0420
Grado de nutricion*
Nutrido 8 (17) 0.23-1.69 0.2511 20 (24) 0.53-34.8 0.1244
Sobre- nutrido 20 (43) 1.06 — 6.01 0.0275 26 (31) 0.21 —2.04 0.3300
Desnutrido 19 (40) 0.27-1.34 0.1492 39 (45) 0.24 —2.22 0.3993

Fuente Primaria
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Los resultados positivos obtenidos por medio de la técnica de IFI reflejaron un 85% de
seroprevalencia de las muestras procesadas.

Al compararlos resultados de la dilucion de la IFI se encontré que los que resultaron
positivos para la dilucién 1/4 fueron 39 sueros, para la dilucién 1/6 fueron positivos 24
sueros para la dilucién 1/8 fueron positivos 22 sueros. Por lo que la mayoria de las

muestras de sueros tenian menor concentracion de anticuerpos.

Grafico No.20vinos Positivos a Inmunofluorescencia Indirecta, sueros de
referencias y controles negativos segun la dilucién.
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Fuente Primaria

Al Compararlos resultados de la tincion de Giemsa con los resultados de la IFI segun el
sexo, se encontrd que el 49% de las hembras resultaron positivos, y en los machos solo
el 30%, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa. (p=0,256).Al
relacionar el sexo de los ovinos y los resultados de la técnica de Inmunofluorescencia se

encontr6 que el 91% de las hembras resultaron positivos mediante esta técnica mientras
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gue en

los machos solo el

30%resultaron positivos,

estadisticamente significativa(p=000)

mostrando una

relacion

Tabla No. 3.Frecuencia de ovinos positivos seguin sexo por Tincion de Giemsa
e Inmunofluorescencia Indirecta

Sexo Muestras Animales positivos
(n)
T. Giemsa (p= 0.256) IFl (p=0.00)
n % n %
Machos 10 3 30 3 30
Hembras 90 44 49 82 91
Total 100 47 85

Fuente Primaria

En la alimentacion y desplazamiento, también cabe mencionar que durante las primeras

horas del dia los animales se encontraban en el campo (pastoreo) y a final de la tarde

regresaban (corral). Por lo que de igual manera se alimentaban durante el invierno de

pasto y por el verano de forraje.

Grafico.3.Alimentacion y Desplazamiento de los ovinos estudiados
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IX. DISCUSION:

En Nicaragua no se ha reportado estudios que permitan conocer la prevalencia de
infecciones de Trypanosomasspp en pelibuey. Este estudio presenta los resultados de

Trypanosoma spp en un rebano de pelibueyen el municipio de Ledn, Nicaragua.

El estudio microscépico de los frotis sanguineos coloreados reveld la presencia de
Trypanosoma spp, en base a las caracteristicas morfolégicas y habitat de esta especie
parasitaria.Las caracteristicas morfométricas de los Trypanosomasencontrados por la
técnica del frotis se analizaron en base a lo que la literatura refiere tales como;extremo
posterior romo o0 redondeado, kinetoplasto grande, membrana ondulante poco
desarrollada, flagelo corto; y medidas que variaban de 30um a 39 um, lo que corroboré
que la especie de hemoparasito observada en el método directo corresponde a
Tripanosoma spp(15, 44).Segun un estudio realizado por Hoareen 1972 en Lima Peru, el
rango de largo del Trypanosomavivaxes de 32um a 39um, (incluyendo el flagelo libre
)(19). Igualmente en un estudio realizado en la provincia de Formosa, Argentina en
Agosto del 2010la especie pudo ser confirmada por el clasico movimiento vibratorio de
los parasitos entre los hematies; a los que se le agregaron estas mismas caracteristicas

morfologicas en frotis coloreada con Giemsa(41).(1).

El estudio microscépico de los frotis sanguineos tefidos con colorante de Giemsa,
permiti6 la identificacibn morfolégica en 47% de las muestras estudiadas para
Trypanosoma spp. Un estudio en ovinos realizado por primera vez en Costa Rica por
Oliveira y cols. en el 2007 mostré una prevalencia semejante a la encontrada en el
presente estudio (49.1%), en el que se utilizé los mismos criterios para la identificacién y
clasificacion de los parasitos(9).Sin embargo debe tomarse en cuenta que el frotis de

extendido periférico tiene baja sensibilidad.

Con respecto al hematocrito en los ovinos muestreados, se encontré6 que la media del
hematocrito fue mayor en los ovinos con presencia de parasitos (22%) con una

desviacionestandar de (DE. 8.9) que la media en aquellos con ausencia de parasitos de
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(18%), con una desviacidén estandar de (DE. 5.3)al hacer la comparacion de media se
refleja que tal diferencia no es estadisticamente significativa (p> 0.279). Se definié como
animales anémicos aquellos que presentaron un valor del hematocrito inferior a 40%
(determinado en los tubos capilares para la técnica del hematocrito). Ya que las
literaturas consultadas mencionan que todo ovino joven y con un peso promedio de 45-
55 Kg, debe presentar un hematocrito promedio de 40% - 45%.Estas observaciones son
similares a los informado en otras investigaciones sobre Trypanosomiasis en rumiantes
causada por el T. vivax(45)(46 )(47). Suarez en el 2000 realizd un estudio experimental.
Lima Perd cuyo objetivo fue determinar el comportamiento parasitolégico y hematolégico
en pelibuey infectado con Trypanosoma vivax, los resultados demostraron que el
86%(43/50) resultaron positivas a Trypanosomas ,y mostraban valores bajos de
Hematocrito (16 a 23%)(48).Igualmente un estudio realizado por Garcia y cols. En el
2006 en el estado de Yucatan, México el valor del hematocrito era inferior al 20% en un

rebafo de ovejas con 75% de seropositivas.

En este estudio, el signo clinico cardinal observado en los ovinos positivos fue la
debilidad, en segundo lugar la desnutricion seguido de la hipotermia(10, 49-51).En un
estudio realizado por Pellin y cols. en el 2003 en Venezuela los signos clinicos fueron
mas evidentes en el segundo mes de la infeccion, periodo en el cual los animales
presentaron una condicién fisica deteriorada, con desnutricién que lo llevaba a una
debilidad presentando elevadas parasitemia antes de la muerte(52). Las manifestaciones
clinicas de la enfermedad, y la muerte de 2 ovinos infectados, presentando sintomas
como: niveles bajos del hematocrito, hipotermia, decaimiento y debilidad,reflejaron que
esta cepa de T. vivax, presentd una moderada patogenesidad. Un comportamiento
patogénico similar fue observado en ovinos y caprinos infectados experimentalmente con
aislados venezolanos de T. vivax en 1994 por Sandoval.(40). Estas observaciones
contrastan con lo observado porShaw y Lainson (1972), quienes afirman que en Sur
América la enfermedad ocasionada por el T. vivax en los rumiantes es
predominantemente crénica, con manifestaciones clinicas referidas a emaciacion
progresiva, anemia, aumento variable de nédulos linfaticos, con muerte observadas solo

ocasionalmente(53).
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La técnica de IFI mostré una prevalencia del 85% de Anticuerpos anti- Trypanosoma.
Este dato es comparable a un estudio realizado en Venezuela en donde se reportan
seroprevalencia variables de anticuerpo anti-Trypanosoma en rebafo de ovinos y
caprinos para T. vivax, (vivaxvivax, vivaxviennei) que oscilan entre el 75,7% al
82,3%(10).En un estudio realizado por Gonzélez y cols. en el 2007,se obtuvo una
seroprevalencia de 84,5% en ovinos del estado Carabobo de Venezuela(54). En otro
estudio realizado por Duno y cols. En1992, en la regién nororiental del estado Falcén
Venezuela, se diagnosticé el parasito por la Tincién de Giemsa solamente en 1% de los
ovinos, mientras que 57,8% presentaron anticuerpos anti-T. Vivax. Similarmente, Guillén
y cols. en el 2001 encontrdé un 87% de prevalencia a T. vivax en ovinos de los llanos

Venezolanos en comparacién con otras regiones(55, 56).

Al comparar el sexo de los ovinos y resultados de la Tincién de Giemsa se encontré que
el 49% de las hembras resultaron positivos, y los machos solo el 30%, aunque estas
diferencias no fueron estadisticamente significativa. Al relacionar el sexo de los ovinos y
los resultados de la técnica de Inmunofluorescencia se encontré6 que el 91% de las
hembras resultaron positivos, mientras que solo el 30% de los machos resultaron
positivos y presentaban significancia estadistica. Estos resultados son semejantes a los
estudios de Sandoval y cols. en el Valle de Aroa en 1998 y en un estudio experimental en
la Universidad Central de Maracay en Venezuela Duno y cols. en 1992, quienes
sefialan que en las tasas de infeccion se presentaron diferencias entre machos y
hembras siendo estas quienes presentan mayor infeccién(55, 57). Otro estudio realizado
porClaribel Suarez y cols. en el 2009 en cuatros hatos ganaderos distribuidos en cuatros
llanos orientales y occidentales de Venezuela,demostr6 que el sexo no era un factor de
riesgo asociado a la Trypanosomiasissin embargo, las hembras presentaban mayor

porcentaje de infeccion(58).

Al preguntar acerca de la alimentacién y la forma de ambular por la finca de los
animales, nos informaron que estos durante las primeras horas del dia se encontraban
en el campo (pastoreo) y a final de la tarde regresaban al (corral). Por lo que de igual

manera se alimentaban durante el invierno de pasto y por el verano de forraje. Segun

Pégina31



estudios realizados en el Dpto. de Santa Cruz Paraguay,se demuestra que la época
lluviosa representa el periodo de mayor riesgo para la transmisiébn de la
Trypanosomiasis, debido a la abundancia de tabanos que son los vectores que
transmiten la enfermedad, aunque para el animal es mas ventajoso salir a pastorear y
alimentarse de pasto(24).En un estudio de cohorte prospectivo, realizado por Espinoza y
Gonzélez en las sabanas del Estado de Guarico en 1999(59) se pudo relacionar menor
incidencia de la enfermedad cuando los animales no pastoreaban, la mayor frecuencia se
obtuvo en los meses de lluvias,lo cual podria explicarse por la concentracionde los
rebanos dada la abundancia de pasto y de agua en esta época.Mateus y Gonzélez en
1991 en Colombiaencontraron que el numero de animales enfermos se incrementaba a
medida que el periodo lluvioso era masintenso (60).Desque y Garcia en
1993relacionaron la infecién con la presencia de abundantes vectores tabanos, situacion
que ocurre en el periodo lluvioso, de igualmanera estos mencionan que durante el inicio
del periodo lluvioso, se presentaban nuevos casos de animales infectados, pero que al
final del periodo en los Ultimos dos meses, que las lluvias eran mas intensas la
incidencia aumentaba a un mas. (58).
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1.

X. CONCLUSIONES

Se identificdla presencia deT. vivaxen el 47% de las muestras de sangre de ovinos

enfermos mediante la técnica de tincién de Giemsa.

Se identificaron anticuerpos anti- Tripanosomas en el 85% de las muestras mediante

la técnica IFI, se determiné como titulo umbral la dilucién 1/4.

. Las hembras resultaron mas afectadas que los machos segun las dos técnicas

aplicadas; En tanto que la caracteristica clinica mas relevante que presentaron los
especimenes estudiados fue la debilidad.
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Xl. RECOMENDACION

1. Realizar estudios aleatorios en diferentes zonas y épocas del ano con el fin de
establecer curvas de endemicidad y poder determinar si existe brotes o epidemias

de esta Trypanosomiasisen el pais.

2. ldentificar al vector especifico de este parasito.

3. Continuar con la preparacion del antigeno para, estandarizar pruebas de Tamizaje

para ser utilizadas como prueba de campo.
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CICLO BIOLOGICO DE TRYPANOSOMA spp

Division

La infecciébn comienza cuando losTrypanosomas son inoculados en la sangre de un
mamifero por elinsecto vector mientras éste se alimenta del animal. En el hospedador
vertebrado las formas delgadas delos paréasitos (a) se reproducen por fisidon binaria,
hasta conseguir que un gran numero deparasitos se acumulen en la sangre. Los
Trypanosomas adquieren una forma intermedia (b) paraposteriormente adquirir forma
rechoncha; esta es la que ingiere el hospedador invertebrado yvector mientras se
alimenta del animal. En el interior del insecto vector se presentan las formaspoliciclicas
(d) y se produce la division para que posteriormente los parasitos pasen al proventriculo
ydespués a las glandulas salivales del insecto donde adquieren la forma de epimastigote
(e) y experimenteuna division adicional. Finalmente las formas metaciclicas (f) se
presentan en las glandulas salivales delinvertebrado. Las formas metaciclicas son las

que llegan a infectar a los animales, yse repite el ciclo vital.
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CARACTERISTICAS MORFOLOGICA DEL TRYPANOSOMA SPP.

FASE TRIPANOSOMA

Corpuscule  Blefaroplaste  Nicleo Granes de

Flagelo
parabasal volatina

Periplasto

Long thin farm

Intermediate forms

Short stumpy form

/" Very well dovaloped |\
/  undulating membrane

Nucleus as seen
occasionally {with
kinetoplast pesterior

1o nucleus)

Small kinetoplast
Pointed posterior
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CARACTERISTICAS MORFOL()GICAS DEL PARASITO EN FROTIS TENIDO CON
TINCION DE GIEMSA.

' O Py YVOUGV
bow © 9 o

CARACTERiSTICAS MORFOLOGICAS DEL PARASITO POR MEDIO DE LA
TECNICA DE INMUNO FLUORESCENCIA INDIRECTA

Lente de40x.Fotos: Profesor. William Morales. Lente de 10x
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CICLO BIOLOGICO DE STOMOSYS SPP (TABANO)

= Adulto
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Larua (3 estadiosy

Las hembras (1) realizan sus puestas (2) en las piedras o vegetales de las orillas de
pequenas y poco profundas colecciones de agua, seguidas por una serie de estadios
larvarios (3-4) variables en numero que, una vez han madurado, dan paso a las pupas
(5), también acuaticas que pasan al fango de las orillas para eclosionar.

Primer procedimiento para la obtencion de antigeno de Trypanosoma spp.

a\

Inoculacién de sangre con pardsitos de Trypanosoma en la vena de un conejo y obtencion de
muestra de sangre para observar el comportamiento parasitoldgico.
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Segundo procedimiento para la obtencion de antigenoTrypanosoma Spp.

Medio de Cultivo de crecimiento para Trypanosoma spp preparado
con sangre de conejo

Tercer procedimiento para la obtencion de antigeno
Trypanosoma spp.

Inoculacién de parasito de Trypanosoma spp en el espacio peritoneal del ratén
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Cuarto procedimiento para la obtencion de antigeno Trypanosoma spp.

Obtencidn de sangres de pelibuey infectado con parasito de
Trypanosoma spp.
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Infeccion por Trypanosoma sppen ovinos sintomaticos en el Municipio de
Leén Marzo - Septiembre 2012.
Departamento de Microbiologia y Parasitologia

Faculta de Ciencias Médicas, UNAN-Leo6n

Hoja de resultados

Cédigo del animal:

Fecha de realizacion de muestra:

Resultados de Examen de laboratorio:

Tincion de Giemsa para identificacion de Trypanosoma:
Positivo: negativo:

Técnica de IFI:
Seropositiva: seronegativa:

Técnica de PCR para la identificacion de genes:
Nombre de cepa identificada:
Positivo: negativo:

Nombre y firma del responsable del analisis de laboratorio:
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Departamento de Microbiologia y Parasitologia
Faculta de Ciencias Médicas, UNAN-Le6n

Consentimiento Informado, voluntario para el participante

Estudio:Infeccion por Trypanosoma sppen ovinos sintomaticos en el Municipio de Leon
Marzo - Septiembre 2012.

Estimado participante:Usted estan siendo invitados a participar en un estudio de
Trypanosomiasis en pelibuey producida por una cepa desconocida de Trypanosoma por
lo que se les pide Por favor lea con mucho cuidado la hoja de informacion, tiene derecho
hacer cualquier pregunta si no le entiende a algo o si desea mas informacion.

De antemano le agradecemos por tomarse su tiempo y leer la informacion.
Objetivo principal del estudio: Determinar la prevalencia de Trypanosoma en pelibuey.

Participacion:

Su participacién es completamente voluntaria, Una vez que reciba la informacion sobre el
estudio, y decide no participar, es libre de hacerlo, simplemente no firme el documento y
se puede retirar sin darnos ninguna justificacion.

Es importante que conozca que este estudio ha sido aprobado por el comité de ética de
la Escuela de Medicina Veterinaria de la UNAN- Ledn y se llevara a cabo conforme leyes
Nicaraglienses y normas internacionales para la realizacién de estudios en animales.

Si decide ser parte de nuestro estudio, le pedimos llenar un formulario el cual contiene
preguntas sencillas, pero basicas para el estudio y firmar su consentimiento voluntario,
seguido de esto se le tomara una muestra sanguinea a su animal, la cual se guardara
por el tiempo necesario para estudios que se esta realizando.

Confidencialidad de los resultados:

Todos los datos e informacion seran estrictamente confidenciales respetando su
privacidad. Los datos seran guardados en una computadora y papel, solo para la
evolucién de los mismos. Estaran a cargo del investigador principal y se archivaran por el
tiempo que sea necesario para el estudio, no seran de acceso a nadie ajeno al estudio.
Con su firma esta aceptando participar en el estudio, y nos autoriza de manera
voluntaria al uso de los datos de su animal y ademas declara que fue informado(a) de la
naturaleza del estudio y de los objetivos de este.
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Potenciales riesgos: En muy raros casos la extraccion de muestra puede causar
dafos como reacciones adversas que son: hematoma, alergia o infeccién.Es importante
mencionar que la extraccidén se ha probado en mas de 100 fincas y en estudios previos
se ha demostrado que la técnica de extraccidén de sangre ha sido en un 100% exitosa.

Beneficios: El estudio es completamente gratis, y las pruebas de laboratorio también
seran completamente gratis, estas pruebas nos brindaran informacién de su condicion de
salud y diagnéstico de la enfermedad. Los resultados de las pruebas de Biometria
Hematica y quimica se los entregaremos 8 dias después de la toma de muestra.

Donde Localizarnos: Para cualquier problema o informaciéon adicional que requiera
acerca del estudio, puede contactarnos en la escuela de medicina veterinaria de la
UNAN- LEON o en el Campus Medico de la UNAN- LEON el encargado del estudio es

Lic. Brenda Mora Sanchez o puede llamarnos al teléfono: 2311 1 779 0 2311 1780.

Participante No.

Nombre del participante(dueno del Fecha Firma
animal)
Nombre de la persona que llena el Fecha Firma

consentimiento

Nombre del Investigador principal Fecha Firma
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Infeccion por Trypanosoma spp en ovinossintomaticos en el Municipio de Leon
Marzo - Septiembre 2012.

Departamento de Microbiologia y Parasitologia
Faculta de Ciencias Médicas, UNAN-Le6n

Ficha
El presente estudio sera realizado por un estudiante de Maestria en
Microbiologia y tiene como objetivo la recoleccién de datos mediante un
cuestionario directo al duefio del animal que participara en determinado
estudio el cuestionario consta de una serie de preguntas cerradas que el investigador
debe de llenar segun corresponda, los datos obtenidos son confidenciales y su utilizacion
son para fines de investigacion.

1. Datos generales del animal:

Direccién de la finca:

Donde fue realizada la compra del lote:
Cédigo del animal:

Edad del animal:

Peso aproximado del animal:
Sexo del animal:

2. signos clinicos:

Diarrea: si no

Vomito: si no

Pérdida del apetito: si no
Debilidad: si no
Temperatura:

Cuando fue la ultima fecha que se le realizo examen parasitolégico

3. tipo de alimentacion:
Pasto: si no
Forraje: si no

4. asiste frecuente mente a talleres de capacitacion:
Si no

5. cuales son los vectores mas frecuentes:

6. estilo de habitat del animal:
Pastoreo: si no
Corral:  si no
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Nombre y apellido del entrevistador:

Nombre y apellido del entrevistado:

Fecha de la entrevista:

Firma del entrevistador:

Firma del entrevistado:
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