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RESUMEN

La trypanosomiasis es una enfermedad debilitante y comunmente fatal en los animales domésticos, especialmente en bovi-
nos y pequefios rumiantes. Es ocasionada por varias especies de Trypanosomas, principalmente Trypanosoma vivax. Este
estudio tiene por objetivo describir la prevalencia de Trypanosoma en ovinos sintomaticos en una finca del municipio de
Leodn, Nicaragua. Se analizaron un total de 100 ovinos pelibuey con sintomatologia con la técnica de tincion de giemsa e
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). Se identifico la presencia de Trypanosomas en el 47% en la tincion de Giemsa y un
85% de anticuerpos anti-7ripanosomas mediante la técnica IFI. Las hembras resultaron mas afectadas que los machos. La
caracteristica clinica mas relevante que presentaron los pelibuey fue la debilidad. Se recomienda realizar estudios aleatorios
en diferentes zonas y épocas del afio con el fin de establecer curvas de endemicidad.
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1- INTRODUCCION

La tripanosomiasis 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 América, donde ha sido mayor-
mente estudiada. Los pequefios rumiantes pueden ser importantes reservorios de la infeccion, a partir de los cuales puede
pasar al ganado vacuno. La tripanosomiasis en los ovinos puede generar costos médicos y economicos [,

Oliveira en el 2007 reporto por primera vez en Costa Rica la prevalencia de 7. vivax con un 32.1% en el ganado bovino ..
El género Tripanosoma no se ha estimado como un agente nosoldgico importante en pequeiios rumiantes domésticos aun
cuando estudios epidemioldgicos en Venezuela, sefialan seroprevalencia variables para T. vivax, que oscilan desde 9.75%
hasta 62.3%. 14

En un primer reporte realizado por Tenorio en la escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Autonoma de
Nicaragua se identifico un 37% de Trypanosoma spp, en muestras de sangre de rebafios de ovejas con la técnica de tincion
de Giemsa, aunque es una prueba de baja sensibilidad, se obtuvo un 37% de resultado positivo. [

En Nicaragua no se han publicado estudios que describan la prevalencia de infeccion 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. P!

En la actualidad la crianza de ovinos en nuestro pais ha cobrado importancia econémica y comercial, razon por lo que esta
investigacion pretende conocer la prevalencia de infeccion de Trypanosoma en ovinos sintomaticos, proporcionando una
base para el diagndstico y control de la trypanosomiasis en esta especie.

2- DISENO METODOLOGICO

Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transversal en la ciudad de Leon, Nicaragua. Se tomaron un total de 100 muestras
de sangre pertenecientes a ovinos pelibuey que presentaron signos de emaciacion, ubicados en la finca Km 8 carretera a
Poneloya del Departamento de Le6n, Nicaragua durante el periodo de marzo — septiembre 2012.

Procedimiento de recoleccion de la informacion:

Se lleno6 un cuestionario que constaba de datos generales y especificos de cada animal. Con el consentimiento de los duefios
de pelibuey, las muestras de sangre se recolectaron utilizando EDTA (1 mg/ml sangre); y fueron transportadas al laboratorio
del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua (UNAN, Leon) de
la ciudad de Leon, para ser analizadas con las técnicas: tincion con Giemsa de extendido periférico, hematocrito y la técnica
de Inmunofluorescencia indirecta.

Identificaciéon de los trypanosomas:

*  Tincioén de Giemsa:

Se colocd 20 pl en el extremo de un portaobjeto limpio y se prepard una extension fina. La extension se dejo secar y se fijo
por dos minutos con alcohol metilico. Luego se tifid por 25 minutos con Giemsa. Se observo la lamina con un lente de 100x
en busca de parasitos con las caracteristicas del tripomastigote sanguineo.
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*  Obtencion del antigeno

A cinco pelibuey infectados con Trypanosoma confirmados por extendido periférico, se le extrajeron 50 ml de sangre con
EDTA. Con el objetivo de separar los parasitos de la sangre, se centrifug6 la muestra y se extrajo la capa de glébulos blan-
cos; estos se lavaron cuatro veces con solucion de PBS (pH 7.2) por 10 minutos a 3000 rpm. Se realiz6 una dilucién 1:5 del
antigeno purificado y se fijo 10 pl de este en las ldminas portaobjetos. Estas se almacenaron a -20°C para su uso posterior.
Este procedimiento fue descrito por Wood Ronger, Kuanz. ®!

*  Deteccion de anticuerpos IgG

La deteccion de anticuerpos anti-7Trypanosoma se realizd con la técnica de IFI. Para esto, se coloco 10ul de suero de peli-
buey diluidos (1/4,1/6 y 1/8) en una lamina con antigeno fijado. Se incub6 por 60 minutos a 37°C en cdmara himeda. Luego
se lavo la lamina tres veces por cinco minutos con PBS (pH 7.2). Se afiadié 10ul de un conjugado compuesto de: anti-IgG
anti-cabra (diluido: 1/128) y azul de Evans (diluido 1/20) como colorante contraste. Se dejo incubar por 60 minutos a 37°C
en camara humeda; luego se repitieron las lavadas por 5 minutos cada vez y se coloco una gota de glicerina bufferada para
proceder a buscar fluorescencia verde en microscopio de fluorescencia.

e Control de calidad

Para descartar reacciones cruzadas se seleccionaron sueros de referencias entregados por el MAGFOR central al laboratorio
de CEVEDI (Centro Veterinario de Diagnostico e Investigacion) de Medicina Veterinaria de la UNAN, Leo6n: 10 sueros
positivos para Babesia, 10 positivos para Anaplasmosis, 10 positivos para Leptospirosis y 10 sueros de humanos negativos
para Trypanosoma cruzi. Con estos controles se determind como titulo umbral la dilucion .

*  Determinacion del Hematocrito
Se lleno las %4 partes de un capilar con sangre con EDTA; se sell6 con plastilina y se centrifugé a 3.000 rpm. durante 5

minutos, se lee el capilar confrontandolo con la tabla lectora.””” Se consideré anémicos a los que tuvieron un hematocrito
inferior al 40%.

e Evaluacion de la condicién corporal

Se evalu6 en base a estandares internacionales establecidos para el ovino. Los animales se clasificaron desde desnutridos
(“flacos, y/o con caquexia”), hasta sobre-alimentados (“gordos, obesos”). Esto indica el balance del animal entre entrada,
(consumo, digestion y metabolismo) y salida de nutrientes, (crecimiento, gestacion, produccion, enfermedad). Las medidas
corporales que se realizaron 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, largo del cuerpo y perimetro toracico, abdominal y de la cafa.
Otra forma es colocandolos en una balanza y considerandose un peso 6ptimo del animal entre 30 — 40 kilogramos. Ademas
se evalud algunos signos clinicos como temperatura (normal 39°C) y diarrea (mas de tres evacuaciones diarias).

*  Plan de analisis de los datos

Los datos fueron analizados mediante el programa estadisticos SPSS version 15.0. Se obtuvieron frecuencias absolutas y
relativas, promedios y desviacion estandar. Las variables se asociaron con la prueba de chi-cuadrado, tomando un valor de
p<0.05 como estadisticamente significativo. Los datos se agruparon en tablas y graficos.
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3- RESULTADOS

Las observaciones microscopica de los frotis sanguineos de los animales infectados permitio reconocer y observar las ca-
racteristicas morfométricas de los Trypanosomas observados: extremo posterior romo o redondeado, kinetoplasto grande,
membrana ondulante poco desarrollada, flagelo corto; y medidas de longitud que variaban de 30pum a 39 pm, lo que corro-
bor6 que el hemoparasito observado corresponde a una especie de Trypanosoma spp.

Por medio del frotis tefiido con Giemsa se obtuvo una prevalencia del 47% de pelibuey infectados con Trypanosomas spp.
Sin embargo, con la técnica de IFI se obtuvo un 85% de seroprevalencia de anticuerpos anti-7rypanosoma. (Grafico 1y 2)

Gréfico 1: Prevalencia de Trypanosoma spp en los frotis sanguineos tefiidos con colorante de Giemsa.
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Gréfico 2: Ovinos Positivos a Inmunofluorescencia Indirecta y dilucién.
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Al comparar los resultados de la tincion de Giemsa con los resultados de IFI segun el sexo, se encontrd que el 49% de las
hembras resultaron positivas a tripanosomiasis, y en los machos solo el 30%, con una p=0,256. Con la técnica de IFI se
encontrd que el 91% de las hembras resultaron positivas mientras que en los machos solo el 30% mostrando una relacion
estadisticamente significativa (p<0.001). (Tabla 1)

Tabla 1.Frecuencia de ovinos positivos a tripanosomiasis por IFI y tincion de Giemsa, segiin:

Sexo
Muestras
Sexo (n) Animales positivos

Tincion Giemsa (p= 0.256) IFT (p<0.001)

n % n %

Machos 10 3 30 3 30
Hembras 90 44 49 82 91

Total 100 47 -- 85 --

Al analizar el hematocrito de los pelibuey, se observd que los que resultaron positivos con tincién de Giemsa tenian un pro-
medio de hematocrito del 22% (DE=8.9) y los que resultaron negativos un 18% (DE=5.3). (Tabla 2)

Tabla 2: Promedio y Desviacién estandar del Hematocrito en muestras con presencia y ausencia de Trypanosoma spp

HEMATOCRITO

Presencia deTrypanosoma sppen la Tincién Ausencia deTrypanosoma sppen la Tincién

PROMEDIO 22% 18%
DE+ 8.9 53
1 Desviacion Estandar

En la evaluacion de la condicion corporal, los pelibuey positivos tanto a la tincion con Giemsa como a la técnica de IFI pre-
sentaron hipotermia en un 19% (p=0.002) y 32% (p=0.014) respectivamente. La debilidad y la desnutricién fueron signos
con alta frecuencia en los pelibuey seropositivos con un 88% (p<0.001) y 45% respectivamente. (Tabla 3)
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Tabla 3. Evolucion de la condicién corporal y signos clinicos de los ovinos (pelibuey) positivos a tripanosomiasis

TINCION GIEMSA IF1
: Positivos (%0) Valor | Positivos (%0) Valor
Parimetros n=47 IC (95%%) dep =85 IC (95%) 3 p

Temperatura
s Hipotermia 9(19) 0.10-0.65  0.002 27(32) 0.07-0.72 0.014

(T*<37°C)
e Fiebre (T*= 39%C) 14 (300 0.58-355 0279 22 (26) 0.27=3.32 0.586
Perdida del apetito 16 (34) 051-276 0421 25 (29) 0.15-1.45 0.153
Debilidad 41 (87) 0.94-7.66 0.474 75 (88) 550-77.2
Diarrea 2(4) 0.09-3.11 0.397 3(4) 0.02 - 0.81 0.042
Grado de nutricion®
* Nutrido B(17) 0.23-1.69 0.2511 20 (24) 0.53-34.8 0.124
s Sobre- nutrido 20 (43) 1.06 -6.01 0.0275 26 (31) 0.21 -2.04 0.330
¢ Desnuirido 19 (40) 0.27-134 0.1492 39 (45) 0.24-2.22 0.399
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4- DISCUSION

En Nicaragua no se ha reportado estudios que permitan conocer la prevalencia de infecciones de Trypanosomas spp en
pelibuey. El estudio microscdpico de los frotis sanguineos coloreados revelo la presencia de Trypanosoma spp, en base a
las caracteristicas morfoldgicas que la literatura refiere.’® ¥ Segun un estudio realizado por Hoare en Lima Pert, el rango
de largo del Trypanosoma vivax es de 32um a 39um, (incluyendo el flagelo libre).!'! El estudio microscopico de los frotis
sanguineos tefiidos con colorante de Giemsa, permitio la identificacion morfologica 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 mostro
una prevalencia semejante a la encontrada en el presente estudio (49.1%), en el que se utilizé los mismos criterios para la
identificacion y clasificacion de los parasitos.” Sin embargo debe tomarse en cuenta que el frotis de extendido periférico
tiene baja sensibilidad.

La técnica de IFI mostro una prevalencia del 85% de Anticuerpos anti-7rypanosoma. Este dato es comparable a un estudio
realizado por Roa en Venezuela en donde se reportan seroprevalencias variables de anticuerpo anti-7rypanosoma en rebaiio
de ovinos y caprinos para T. vivax que oscilan entre el 75.7% al 82.3% 3. En otro estudio realizado por Gonzélez y cols.
en el 2007, se obtuvo una seroprevalencia de 84.5% en ovinos del estado de Carabobo de Venezuela 11. Asi mismo, otro
estudio realizado por Duno y cols., en la region nororiental del estado Falcon Venezuela diagnostico el parasito por tincion
de Giemsa solamente en 1% de los ovinos, mientras que 57.8% presentaron anticuerpos anti-T. vivax. Similarmente, Guillén
y cols., en el 2001 encontraron un 87% de prevalencia a T. vivax en ovinos de los 1lanos Venezolanos.!'> 13

Al relacionar el sexo de los pelibuey y la presencia de anticuerpos anti-7rypanosoma se encontrd que el 91% y 30% de las
hembras y los machos resultaron positivos respectivamente, con una relacion estadisticamente significativa. Estos resul-
tados son semejantes a los hallazgos encontrados por Sandoval y cols., en el valle de Aroa y los encontrados por Duno y
cols., quienes sefialan que en las tasas de infeccion se presentaron diferencias entre machos y hembras siendo estas quienes
presentan mayor infeccion.!'> ' Otro estudio realizado por Suarez y cols., en cuatro hatos ganaderos distribuidos en cuatro
llanos orientales y occidentales de Venezuela, demostrd que el sexo no era un factor de riesgo asociado a la Trypanosomiasis
sin embargo, las hembras presentaban mayor porcentaje de infeccion.!'s!

Con respecto al hematocrito en los ovinos muestreados, se encontrd que el promedio del hematocrito fue mayor en los
ovinos con presencia de parasitos (22%), lo cual no fue estadisticamente significativo (p=0.279). Se definié como animales
anémicos aquellos que presentaron un valor del hematocrito inferior a 40%. Estas observaciones son similares a los infor-
mado en otras investigaciones sobre Trypanosomiasis en rumiantes causada por el 7. vivax.!'*'® Suarez y cols., realizaron un
estudio experimental cuyo objetivo fue determinar el comportamiento parasitologico y hematologico en pelibuey infectados
con Trypanosoma vivax, y demostraron que el 86% (43/50) con Trypanosomas presentaban valores bajos de Hematocrito
(16 a 23%).01"]

En este estudio, el signo clinico cardinal observado en los ovinos positivos fue la debilidad seguido por la desnutricion e hi-
potermia, lo cual también ha sido reportado en otros estudios.”® >*?2I En un estudio realizado por Pellin y cols., en Venezuela
los signos clinicos fueron mas evidentes en el segundo mes de la infeccion, periodo en el cual los animales presentaron una
condicion fisica deteriorada, con desnutricion que los llevaba a una debilidad presentando elevadas parasitemia antes de la
muerte.*) Un comportamiento patogénico similar fue observado por Sandoval en ovinos y caprinos infectados experimen-
talmente con cepas aisladas venezolanas de T vivax.?* Sin embargo, Shaw y Lainson afirman que en Sur América la enfer-
medad ocasionada por el 7. vivax en los rumiantes es predominantemente cronica, con manifestaciones clinicas referidas
a emaciacion progresiva, anemia, aumento variable de nodulos linfaticos, con muerte observadas solo ocasionalmente.
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5- CONCLUSIONES

Se identifico la presencia de 7° vivax en el 47% de las muestras de sangre de ovinos enfermos mediante la técnica de tincion
de Giemsa y un 85% de anticuerpos anti-7ripanosomas detectados mediante la técnica IFI. Las hembras resultaron mas
afectadas que los machos seglin las dos técnicas aplicadas; La caracteristica clinica mas relevante que presentaron los peli-
buey estudiados fue la debilidad.
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