1. INTRODUCCION

Trypanosoma es un notable género de protozoos, grupo monofilético de
parasitos unicelulares. El nombre viene del griego trypad (taladro) y de soma
(cuerpo) debido a la manera en que el organismo se mueve. Diferentes
especies infectan a distintos vertebrados, incluso humanos, causando las
enfermedades de tripanosomosis, (enfermedad del suefio, en Africa, y Mal de
Chagas en América). Muchas especies se transmiten por invertebrados tales
como insectos picadores y chupadores.

Tripanosoma tiene un complejo ciclo de vida, que incluye diferentes formas
morfolégicas especialmente en las especies que se transmiten via

invertebrados.

En la actualidad, a pesar de conocer la evidencia seroldgica de Trypanosoma
spp. en bovinos en El Salvador por el estudio que llevaron a cabo Rice y
Calderon en el aflo de 1975, y porque las bibliografias sobre parasitologia
también lo establecen en Centroamérica, no existe un estudio actualizado que
proporcione informacion viable sobre la parasitosis en nuestro pais. Sin
embargo, en nuestro medio no se contempla la posibilidad real de
Trypanosoma spp. en bovinos, asi como la eleccién de un método rutinario de
laboratorio para su diagndstico, lo que genera pérdida de informacion de
interés epidemioldgico.

El Trypanosoma spp afecta al ganado bovino produciendo enfermedad
anemizante con consecuencias negativas tanto para la produccién y la
reproduccion del mismo. La tripanosomosis conlleva un impacto econémico por
las pérdidas en la produccion, debidas a bajas en la ganancia de peso,
produccion lechera, abortos, repeticion de celos, como resultado de la accion

hemoparasitaria.

El Salvador posee los factores climaticos propios para el desarrollo de

Trypanosoma spp., presenta los vectores necesarios para su propagacion, asi



como los hospedadores necesarios para mantener un estado enzodtico de

tripanosomosis.

Tomando en cuenta lo anterior, el propésito del presente estudio fue determinar
la presencia de Trypanosoma spp en bovinos, y poder con ello generar

informacion sobre la situacion del hemoparasito en nuestro pais.

Durante el estudio se tomaron muestras sanguineas para efectuar diagnéstico
de Trypanosoma, mediante las técnicas de laboratorio de Woo, Tincién de
Frotis Sanguineo, ademas de la medicion del nivel de hematocrito de los

bovinos en estudio.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 DEFINICION

Los protozoarios flagelados del género Trypanosoma son parasitos ubicuos
que se encuentran en todas las clases de vertebrados y son transmitidos por
artropodos hematofagos. Los tripanosomas generalmente sufren uno o mas
ciclos de desarrollo y multiplicacion en el tracto alimentario del insecto, antes
de que las formas infectivas sean transmitidas a un nuevo vertebrado por la via

salival, por contaminacién con heces o por ingestién del vector. *°

Los tripanosomas tienen una variedad de diferentes formas en el hospedador
invertebrado, y en los hospedadores vertebrados las células toman una forma
caracteristica llamada tripomastigote, donde el flagelo corre de atras hacia

adelante de la célula y se conecta por una membrana ondulante. 348 >

2.2 HISTORIA

Los tripanosomas aparecieron muy temprano en la evolucién, hace
aproximadamente 680 millones de afos, es posible que hayan infectado a
mamiferos primitivos y que, por lo tanto, su evolucidén podria estar al menos en
parte correlacionada con la evolucion de los mamiferos continentales.
Cuando se presentd la deriva de los continentes y los movimientos de las
placas tectonicas y el supercontinente Pangaea se dividid, también quedaron
limitadas las dos lineas de parasitos; se ha sugerido que T. cruzi volvié a
diferenciarse de los otros Tripanosomas hace 475 millones de afios; esta época
fue varios millones de afios antes de la evolucién de los primeros insectos y de
los primeros vertebrados terrestres sucedida hace 380 millones de afios.
Posteriormente hubo una evolucién de dos linajes de T. cruzi; se piensa que la
diferenciacion ocurrié hace 88 a 37 millones de afios, después de lo cual cada
linaje sufrid historias evolutivas separadas en el norte y el sur de América
relacionadas sobre todo con las faunas de mamiferos particulares de las dos
regiones. Esta ultima evolucion de los dos subgrupos de T. cruzi se ha

correlacionado con el intercambio de las faunas de mamiferos americanos que



sucedid en la era Cenozoica y tiene implicaciones relacionadas con la
patogenicidad y la especificidad del huésped, es decir, la identificacién del
subgrupo tiene importancia clinica. El subgrupo 2 es nativo de América del Sur,
aunque el subgrupo 1 se introdujo mas recientemente a Sudameérica, junto con
los mamiferos de tipo placentario, después de la conexion de las Américas en
el Plioceno, hace 5 millones de afos, a través del istmo de Panama. Esto
podria explicar la asociacion preferencial del linaje 2 con animales marsupiales
y del linaje 1 con la enfermedad humana. La relevancia de estos hallazgos con
respecto a las propiedades bioldgicas y epidemiologicas de T. cruzi es que
sugieren gque el linaje 1 predomina en el ciclo doméstico y podria promover
altas parasitemias en humanos, aunque el linaje 2 esta presente principalmente
en el ciclo selvatico. *°

En Africa, los primeros hominidos evolucionaron hace 5 a 15 millones de afios,
el género Homo hace 3 millones de afios y el Homo sapiens no mas temprano
gue hace 300,000 afos, presumiblemente en continuo contacto con moscas
Tse-Tsé y tripanosomas africanos. En contraste, el contacto humano con T.
cruzi podria no haber ocurrido previo a la migracion humana a las América, la
cual data de hace 30-40,000 afos. Asi, aunque T. brucei ha coevolucionado
con los hominidos desde Africa, T. cruzi ha evolucionado principalmente en
ausencia del hombre, sin embargo ambos permanecen altamente patogénicos

para los humanos a pesar de sus historias evolutivas muy diferentes. °

2.3 ETIOLOGIA

2.3.1 Clasificacion Taxondémica
Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophora
Orden: Kinetoplastida
Familia: Trypanosomatidae

Genero: Trypanosoma ®°



Los miembros de este género (Trypanosoma) se presentan en vertebrados,
principalmente en la sangre y tejidos fluidos, aunque unos pocos pueden
invadir células tisulares. Son transmitidos por artropodos hematofagos, en los
que se desarrollan las primeras fases evolutivas. Algunas especies son
transmitidas mecanicamente; dicho con otras palabras, no hay desarrollo

ciclico en el artrépodo. ®

La especiacion dentro de este género es muy compleja, por lo que se recurre a
la localizacion geogréafica del parasito, desarrollo en el vector, capacidad
patdgena, caracteres morfoldgicos y morfométricos (como longitud total y del
flagelo, posicién del nacleo y complejo kinetoplastico, etc) y en la actualidad a

métodos isoenzimaticos e inmunoldgicos. °

Figura 1. Diagrama Esquematico de un Tripanosoma
A- Flagelo anterior. B- Citoesqueleto subyacente complejo. C- Nicleo. D- Mitocondrias. E- Kinetoplasto.
F- Glicosoma (organelo Gnico donde ocurre la glicélisis). G- Bolsillo flagelar. H- Cuerpo parabasal. I-
aparato del Golgi. J- Reticulo endoplasmatico. K- Membrana ondulante. L- flagelos accesorio de la
membrana ondulante. M- Flagelo accesorio unido al cuerpo de la célula
www.icp.ucl.ac.be/~opperd/parasites/afr_sl_siickness.html

2.3.2 Estados del Ciclo Bioldgico de Tripanosoma
Cada parasito, podra pasar por mas de una forma evolutiva a lo largo de su

ciclo de vida, segun se encuentre en el hospedador vertebrado o invertebrado.

Estado tripomastigote (previamente, estado tripanosdmico). Forma lanceolada

con un kinetoplasto situado por detras del nucleo y, generalmente, proximo al



extremo posterior. A menudo, se presenta una membrana ondulante bien
desarrollada, y un flagelo libre. Con frecuencia esta fase se encuentra en el
hospedador vertebrado, pero también se puede localizar en artrépodos, como

la forma infectante del hospedador vertebrado. °
bb um
kt
lg/-

Figura 2. Estado tripomastigote

Estado Epimastigote (previamente, forma crithidial). Tanto el kinetoplasto como

el axonema yacen por delante del nucleo, y la membrana ondulante es corta.
En unas pocas especies, esta etapa aparece en el vertebrado como parte del
ciclo de desarrollo en dicho hospedador, pero principalmente se trata de un

estado de los artropodos. °

Figura 3. Estado Epimastigote

Estado Promastigote (previamente, forma leptomonadica). El kinetoplasto y el

axonema esta en el extremo anterior del cuerpo. No tiene membrana

ondulante. Se presenta en artropodos. °
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Figura 4. Estado Promastigote



Estado Amastigote (previamente, forma leishmania). El cuerpo es redondeado;

el flagelo no se presenta, o se encuentra reducido a una corta fibrilla. Forma

tipica de vertebrados y artrépodos. °

@

Figura 5. Estado Amastigote
www.tulane.edul/.../protozoology/notes/kinet.html

2.4 CICLO BIOLOGICO DE Trypanosoma spp.

EN EL INSECTO = EN EL ANIMAL

Kinetoplasto
Nucleo

Flagelo
Mitocondria

Divisien

Figura 6. Ciclo biologico de Trypanosoma.
La infeccién comienza cuando los tripanosomas son inoculados en la sangre de un mamifero por el
insecto vector mientras éste se alimenta del animal. En el hospedador vertebrado las formas delgadas de
los parasitos (a) se multiplican o se reproducen por fisién binaria, hasta conseguir que un gran numero de
parasitos se acumulen en la sangre. Los tripanosomas entonces adquieren una forma intermedia (b) para
posteriormente adquirir la forma rechoncha; esta Ultima es la que ingiere el hospedador invertebrado y
vector mientras se alimenta del animal. En el interior del insecto vector se presentan las formas
policiclicas (d) y se produce la division para que posteriormente los parasitos pasen al proventriculo y
después a las glandulas salivales del insecto donde adquieren la forma de epimastigote (e) y experimente
una divisién adicional. Finalmente las formas metaciclicas (f) se presentan en las glandulas salivales del
invertebrado. Las formas metaciclicas son las que llegan a infectar a los animales, y asi de esta manera
se repite el ciclo vital. *°

www.ilri.org/.../Fulldocs/lirad90/Trypano.htm



El Tripanosoma se reproduce por division binaria longitudinal, no conociéndose
la reproduccion sexual. En el hospedador vertebrado esta, en las primeras
etapas de la enfermedad en la sangre periférica, donde se dividen
longitudinalmente y varian su forma. Hay formas finas, intermedias y gruesas.
Después pasa a los ganglios linfaticos y liquido -cefalo-raquideo. El
invertebrado hematéfago ingiere la sangre con tripanosomas que cambian a
formas alargadas, éstos, al principio, se limitan a areas del tracto digestivo
rodeadas de la membrana peritrofica y la pared del intestino. Luego se mueven
y ascienden llegando a las glandulas salivales, donde contindian su desarrollo a
formas metaciclicas que son inoculadas al vertebrado, junto con la saliva, en la

siguiente fase de alimentacién del insecto. >®

2.5 ESPECIES DE TRIPANOSOMAS

2.5.1 Trypanosoma vivax Zieman, 1905. Es una especie monomorfica,
de 20 — 27 ym (media 22.5 ym) por 3 mm. Su porcion posterior, mas ancha y
bulbosa, es inconfundible, el kinetoplasto es grande y terminal y presenta un
flagelo libre, corto, de 3-6 mm de longitud. El organismo es muy movil en
sangre fresca, desplazandose rapidamente a través del campo y dejando a un
lado a los eritrocitos que encuentra en su camino.?

T. vivax causa la forma mas importante de tripanosomosis del ganado vacuno,
puede producir una enfermedad asintomatica o crénica, aguda o peraguda.
Las infecciones peragudas se caracterizan por una parasitemia alta y
persistente, 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 variacion
marcada en la virulencia con diferentes cepas de T. vivax; pero sigue siendo la
causa mas importante de tripanosomosis en bovinos, borregos y ovejas de
Africa Occidental. Causa también una enfermedad leve en los caballos y una
infeccion crénica en los perros. EI  T. vivax con frecuencia es dificil de
encontrar en los frotis sanguineos y se observa mejor en frotis de ganglios

linfaticos. *



2.5.2 Trypanosoma evansi Balbiani, 1888 . Fue el primer tripanosoma
identificado como patégeno para mamiferos.

En la mayoria de las infecciones, se presenta como monomorfico, aunque
esporadicamente puede experimentar polimorfismo. La forma tipica es
indistinguible de la forma delgada de T. brucei, de 15-34 ym de longitud (media
24 um), el kinetoplasto es subterminal, la membrana ondulante esta bien
desarrollada y existe un flagelo libre sustancial. Esporadicamente pueden
aparecer formas rechonchas. 2

La transmision se hace por moscas picadoras, tales como Tabanos, Stomoxys
y Lyperosia. No se presenta desarrollo ciclico en este tipo de parasitos. Un
factor esencial de la transmision mecanica es la alimentacion interrumpida de
las moscas, que rapidamente buscan un nuevo hospedador, con el fin de
saciarse. Los tripanosomas no sobreviven mas de 10-15 minutos en la

proboscide de una mosca. ®

2.5.3 Trypanosoma cruzi Chagas, 1909. Es la especie mas patdgena
de los Stercoraria. Causante de la tripanosomosis humana americana o
enfermedad de Chagas en América. En la sangre es monomorfico, mide 16-20
pm de longitud, y presenta forma de cuarto creciente con un extremo posterior
puntiagudo. EIl kinetoplasto es grande y subterminal, ocupando la totalidad de
esta porcion del cuerpo. El ndcleo es central, con membrana ondulante
moderadamente desarrollada y flagelo libre. Las divisiones ocurren en las
fases amastigote, y no en la tripomastigote. Las formas en division aparecen
como cuerpos de 1.5-4 ym de diametro en musculo y otras células,
especialmente en las del masculo cardiaco. ®

Los mamiferos de gran porte como bovinos y equinos no son considerados
reservorios de T. cruzi, por lo menos cuando son inoculados
experimentalmente. Cerdos, ovinos y caprinos pueden presentar parasitemia
transitoria en infeccion experimental pero su papel como reservorio no esta

bien establecido. *’

2.5.4 Trypanosoma theileri Laveran, 1902. Es una especie
relativamente grande, 60-70 ym de longitud, aunque puede alcanzar mas de

120 um, especialmente en infecciones cronicas. Se han observado formas



semejantes a Trypanosoma theileri en animales del orden Artiodactyla. El
extremo posterior es largo y puntiagudo, disponiéndose el kinetoplasto a cierta
distancia del mismo. La membrana ondulante estd bien desarrollada y el
flagelo libre es definido. &

Es un hecho comprobado que T. theileri se transmite ciclicamente en
desarrollo posterior mediante tabanos como Tabanus y Haematopota,
infectandose los bovinos por contaminacion. En estos bovinos se presentan
tanto formas tripomastigote como epimastigote, y la multiplicacion tiene lugar
principalmente en ganglios linfaticos y 6rganos internos. 8

En condiciones normales, T. theileri es no patogeno, distribuido
probablemente por el ganado de todo el mundo. Sin embargo, vy
ocasionalmente, puede producir una forma parasitémica tras esplenectomias,
en situaciones de estrés o cuando se presentan infecciones concomitantes con

agentes patogenos. °

2.6 TRANSMISION

La transmisién de tripanosomas depende del subgénero y la especie
involucrada, en el caso de T. vivax y T. theileri en América Latina se ha
sefalado la transmision al ganado bovino a través de dipteros hematofagos

(Tabanidade y Stomoxys) mosquitos, jejenes y Simulidae.

El ciclo de vida del tripanosoma es heteroxeno, necesitando normalmente de
un hospedador invertebrado para su transmision, la cual se puede producir de
distinta forma dependiendo de la especie parasita que se trate y que se explica

a continuacion: 8

2.6.1 Segun el contagio de la forma parasita

Contaminativa: en la que la forma infectante sale con las heces del hospedador
invertebrado. Entonces penetra en el hospedador vertebrado a través de
soluciones de continuidad producidas en la piel, tras el prurito intenso de la
picadura, heces o ambos del insecto, y posterior accion de rascarse. Los
parasitos con este tipo de contagio integran la seccidn Stercoraria, 0 de
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estacion posterior, los cuales se desarrollan en la zona distal del tubo digestivo

del vector. > 8

Inoculativa: el parasito es introducido en el vertebrado al ser regurgitado por el
insecto, penetrando en el acto de succidn de sangre, como método de
alimentacion de éste. Aquellas especies que usan este tipo de contagio, se
encuadran dentro de la seccion Salivaria, o de estacion anterior. Estos
parasitos se desarrollan en la zona proximal del tubo digestivo de los

artrépodos, en su probdscide o en sus glandulas salivales. > 8

2.6.2 Segun el ciclo de vida en el interior del vec  tor
Mecanica: sin reproduccion en el vector

Ciclica: con reproduccién en el hospedador intermediario. °

2.6.3 En el hospedador definitivo

En el ciclo biologico de los tripanosomas no se ha observado proceso sexual
alguno, y toda la reproducciéon transcurre por fision binaria o mdultiple. La
division comienza en el kinetoplasto, seguida por el nicleo y a continuacion, el
citoplasma. En los Salivarias, la division tiene lugar principalmente durante la
fase tripomastigote en la sangre o en los ganglios linfaticos. Con los
Stercoraria, sin embargo, es frecuente la reproduccion en las formas
epimastigote y amastigote. ®

Al igual que las distintas fases de desarrollo en las diversas especies, el
polimorfismo también tiene lugar en un mismo tripanosoma. Habiéndose
observado variaciones en formas y tamarnos en determinadas especies.
Algunas especies y cepas de tripanosomas pueden ser adaptadas a
hospedadores no habituales mediante pases seriados. Dicha adaptacion sera
un proceso corto o prolongado, segun el caso, pero siempre esta asociada con
una virulencia incrementada para el nuevo hospedador. ®

Los cambios en el metabolismo del tripanosoma van acompafados por
cambios morfolégicos. ®

Un conocimiento justificado de los rasgos basicos de varios tripanosomas

permite la identificacién de cada especie. " °
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2.7 ASPECTOS CLINICOS

La anemia puede presentarse como consecuencia de infecciones con
tripanosomas en los animales domésticos en general y en los bovinos en
particular. °

Durante la enfermedad, la anemia usualmente se presenta con la primera ola
de parasitemia, aunque suele no observarse en la fase temprana de la
tripanosomosis. El subsecuente desarrollo de la anemia esta determinado por

la frecuencia e intensidad de la parasitemia. °

2.7.1 Definicion de Anemia

La anemia es la reduccion por debajo de lo normal del nUmero de eritrocitos y/o
de la concentracién de hemoglobina por unidad de volumen de sangre.

Con frecuencia, la anemia es un sintoma de una enfermedad mas que una
enfermedad en si misma y, en general, se desarrolla debido a la presencia de
uno de estos factores: pérdida excesiva de sangre o hemorragia, produccién
insuficiente de globulos rojos, destruccion excesiva de glébulos rojos,
disminucién de la produccién y excesiva destruccién de glébulos rojos. 2

En estudios realizados se ha demostrado que al inocular experimentalmente T.
vivax en vacas Holstein, se produce una anemia del tipo normocitica
normocromica, y etioldgicamente la anemia es producida por destruccion

excesiva de eritrocitos. °

2.8 EPIDEMIOLOGIA
Las tripanosomosis son enfermedades cosmopolitas, aunque se encuentran

principalmente en areas tropicales o subtropicales de Africa y América.

2.8.1 Situacion de Tripanosoma en América Latina
En Honduras en el afilo de 1929, fue detectado un tripanosoma
morfologicamente semejante a Trypanosoma cruzi, encontrado en una

zariglieya (Didelphys marsupialis), capturada en Tela.
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En Costa Rica en el afio 1983, Evans Benavides llevo a cabo un estudio con el
propésito de diagnosticar Trypanosoma en bovinos provenientes de rastros
nacionales, donde se encontré una positividad para T. theileri de 4.9% en un
grupo, utilizando la técnica de concentracion en tubo capilar o
microhematocrito; y de 46.5% de positividad en otro grupo de bovinos
examinados por dos técnicas; la anteriormente citada y la técnica de cultivo

(Senekjie modificado y Senekjie hemolizado). *°

En el afio de 1991, la Universidad Nacional Experimental de los Llanos Rémulo
Gallegos en San Juan de los Morros, Venezuela, realiz6 un estudio para
detectar la seroprevalencia de tripanosomosis por Trypanosoma vivax en
Bufalos (Bubalis bubalis), en dos Fincas del Estado Guarico. Se procesaron un
total de 240 muestras sanguineas de bufalos mediante la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (IFI). Como resultados se obtuvo una
seroprevalencia promedio de 29,5% donde el 75% eran animales adultos, con

una distribucion por sexo de 75% en hembras y 25% en machos. 2

En el aflo de 1993, en el Estado Guérico, Venezuela, se encontré una
prevalencia de T. vivax del 79.8% en vacunos de doble propésito, en tanto que

en ganado altamente acebuado fue de 76.4%. %8

En 1995 se reportaron brotes de T. vivax en ganado seleccionado de Brasil,
donde se encontr6 una prevalencia del 34%; en Laguna Concepcion, Bolivia,

se hallé el 86%. En ambos estudios las pruebas utilizadas fuero ELISA e IFI. %’

En Guatemala en 1998, Moscoso Montoya evalué la presencia de
Trypanosoma cruzi en 40 mapaches (Procyon lotor) procedentes de 4
zoologicos, encontrando 0% de prevalencia, por la prueba de

Hemoaglutinacion indirecta. *°

En Perl en el afio 2000, se realizd6 un estudio sobre la prevalencia de
Trypanosoma vivax en bovinos de Selva Alta en la provincia de Chachapoyas,
Amazonas. La prevalencia de T. vivax en 270 frotis sanguineos (coloreados

con Giemsa) de bovinos criollos fue de 10.0 + 3.6%. %®
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En el afio 2000, en Peru se realizé un estudio para determinar la prevalencia
de Trypanosoma vivax en bovinos de cuatro distritos de la provincia de Coronel

Portillo, Ucayali. %

En Venezuela, en el afo 2006 se realiz6 un estudio para la deteccion
subclinica por T. vivax en bovinos de fincas ganaderas de Merida. El
diagnostico fue realizado utilizando métodos parasitolégicos (examen
microscopico de muestra fresca, microcapilar y laminas coloreadas),
bioquimicos (Western blot) y moleculares (PCR) en muestras sanguineas. Las
pruebas parasitoldgicas revelaron positividad en 2 de los 72 bovinos
examinados (2,8%). Las infecciones subclinicas o asintométicas detectadas por
meétodos parasitolégicos fueron corroboradas por PCR en muestra de sangre

de ambos animales, de los cuales solo uno demostré una reaccién positiva. °

2.9 DIAGNOSTICO DE Trypanosoma spp.

Los métodos diagndsticos especificos consisten en: a) la demostraciéon directa
de la presencia del parasito por observacion microscopica o en forma indirecta,
por xenodiagnostico, inoculacion de animales de laboratorio y hemocultivo y b)
pruebas seroldgicas. * ¢ 1!

Cuando el numero de parasitos en la sangre es elevado, como en el periodo
agudo de la enfermedad, se puede comprobar la presencia del parasito por
observacion microscopica de la sangre fresca entre cubre y portaobjeto, y de
extensiones y gota gruesa tefiida por Giemsa o Wright. Un método practico y
muy eficiente es el procedimiento de Woo de concentracion de hemoflagelados
por centrifugacion de la sangre y observacion en fresco del sedimento del

suero formado entre éste y el coagulo. >**°

2.9.1 Técnicas directas para el diagnostico de Trip  anosoma

Las técnicas de diagndstico directo son utiles en el trabajo de campo. No
obstante, su sensibilidad es relativa, ya que, por lo general registran cierta
proporcion de falsos negativos, como en los casos crénicos o de evolucion

prolongada, el numero de tripanosomas en la sangre periférica disminuye; por

14



ello, es recomendable repetir todas las muestras negativas o complementarlas

con otras técnicas antes de establecer un diagnéstico definitivo. **°

Existen diferentes técnicas de sensibilidad variable y deteccion directa para el
diagnéstico de hemoparasitos; la adopcion de una u otra dependera de los

recursos (tecnologia e instalaciones disponibles) del laboratorio.

Muchos de los integrantes del subgénero Trypanozoon, como Trypanosoma
evansi por ejemplo, son parasitos de la sangre que, en ciertos casos, pueden
presentar baja parasitemia, razon por la cual se recomienda obtener muestras

de sangre tanto de vasos periféricos como profundos. %2

Es importante tener presente que menos del 50% de los animales infectados

pueden ser identificados por el examen de sangre periférica. %

2.9.1.1 Examen de sangre en fresco

Se deposita una gota de sangre sobre un portaobjetos y se recubre con un
cubreobjetos. Se observa directamente la preparacion al microscopio con el
objetivo 40x y una abertura reducida del diafragma del condensador. Los
tripanosomas se pueden reconocer por su movimiento entre los hematies

inmoviles. 212211

2.9.1.2 Semiextension de sangre (gota gruesa)

Se coloca una gota grande de sangre sobre un portaobjetos y utilizando el
borde de otro portaobjetos, se extiende sobre un area circular de unos 2 cm de
diametro. Se seca rapidamente abanicando el portaobjetos en el aire y, sin fijar
previamente, se tifie la preparacion durante 30 minutos con una solucion de
colorante Giemsa al 4% en agua corriente. Considerando que el tiempo y la
dilucion de tincidn pueden variar en funcion del fabricante del colorante y del
protocolo concreto que se utlice, se recomienda empezar siguiendo las
indicaciones del fabricante. Tras la tincidn, el portaobjetos se lava suavemente
con agua corriente y se observa al microscopio, usando para ello el objetivo de

inmersion 100x. Es facil reconocer a los tripanosomas por su morfologia
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general. No obstante, es posible que hayan resultado dafiados en el curso del

proceso y ello puede dificultar la identificacion de la especie. %

2.9.1.3 Extension de sangre

Esta técnica resulta especialmente Gtil para confirmar la identidad de la especie
de tripanosoma. Se coloca una gota pequefia de sangre sobre un portaobjetos
limpio. Se toma un segundo portaobjetos, se sitla sobre uno de los extremos
del primero formando un angulo aproximado de 30°y se pone en contacto con
la gota de sangre. Cuando la sangre se ha distribuido a lo largo del borde del
portaobjetos inclinado, se desplaza conservando la inclinacion, el otro extremo
del portaobjetos horizontal. La sangre debe formar una monocapa fina y
homogénea. Se seca rapidamente abanicando el portaobjetos en el aire, se fija
en metanol durante 3 minutos y se tifie siguiendo el protocolo descrito para la
semiextension de sangre. A continuacion se somete el portaobjetos a un suave
lavado con agua corriente, se deja secar y se examina finalmente al
microscopio con el objetivo 40x y objetivo de inmersion 100x. Este método
permite identificar las especies de Trypanosoma por sus caracteristicas

morfolégicas. *%

2.9.1.4 Centrifugacion en tubos de hematocrito (pru  eba de Wo0):

Muchos parasitos inducen en la mayoria de sus hospedadores evoluciones
benignas o subclinicas de la enfermedad. En tales condiciones, la parasitemia
es baja y la identificacion del parasito dificil. Ello hace indispensable la
aplicacién de técnicas de concentracion de parasitos como la disefiada por
Woo (1969). Se colocan 70 ul de sangre en un tubo capilar heparinizado (75 x
1,5 mm). Se sella el extremo seco del tubo y, con éste orientado hacia abajo,
se centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos. Se coloca el capilar sobre un
portaobjetos provisto de bornes que impidan su desplazamiento (dos piezas de
vidrio 25 x 10 x 1,2 mm adheridas al portaobjetos). Se coloca un cubreobjetos
a nivel de la zona leucocitaria (franja blancuzca), alli estaran concentrados los

tripanosomas. Se sumerge el espacio libre alrededor de esta zona en agua o
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aceite de inmersion y, posteriormente se examina la capa leucocitaria al

microscopio con el objetivo 10x ¢ 20x. 1% %2

2.9.2 Técnicas indirectas para el diagndstico de Tr  ipanosoma

El objetivo de las pruebas serolégicas es detectar anticuerpos especificos (que
son proteinas de la sangre pertenecientes a las inmunoglobulinas),
desarrollados por el huésped en contra de la infeccién o, inversamente, para
demostrar la presencia de antigenos de parasitos que circulan en la sangre
mediante el uso de anticuerpos especificos caracterizados. La deteccion de
anticuerpos indica que se ha producido la infeccidn, pero como los anticuerpos
persisten durante algun tiempo (semanas, y a veces meses) después que
todos los tripanosomas han desaparecido del organismo (ya sea por el
tratamiento farmacolégico o cura espontanea), un resultado positivo no es una
prueba de la infeccion activa.

Las pruebas serologicas mas usadas son las de inmunofluoresencia indirecta
(IF), ELISAy PCR. 122

2.9.2.1 ELISA

El principio general de esta técnica es sencillo, pues se basa en el
reconocimiento de un antigeno por parte de un anticuerpo que, fundamentado
en una reaccion colorimétrica mediante el uso de un anticuerpo marcado con
una enzima, se puede cuantificar el grado de positividad de una muestra de
suero problema. La transformacion del sustrato por la enzima es proporcional a
la concentracién de anticuerpo o antigeno desconocido presente en la solucién
problema. De esta manera, los anticuerpos especificos pueden ser estimados

cuantitativamente y en poco tiempo. ** 2% 2

El ensayo inmunoenzimatico ELISA se presenta como una alternativa muy
especialmente para el serodiagnéstico. En este sentido, asi como en otros
ensayos serodiagnosticos, puede utilizarse un antigeno crudo, es decir, aquel
que contiene una mezcla de lo componentes del organismo a detectar, 0 un

antigeno con grados de purificacion diversos, que finalmente dependeran de la
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sensibilidad y especificidad que se desea conferir al ensayo. Asi como existe
una gran variedad en cuanto al antigeno a utilizar también la hay en relacion a
los conjugados, de lo cual se derivan los diversos tipos de ELISA que existen
actualmente, siendo los mas utilizados:

e« ELISA directo: cuando los anticuerpos conjugados a la enzima son
dirigidos directamente contra el antigeno unido a la placa.

e ELISA indirecto: cuando los anticuerpos conjugados son dirigidos contra
inmunoglobulinas humanas o de animales que sufren la enfermedad en
cuestion.

* ELISA sandwich: Cuando se utilizan dos anticuerpos especificos que
reconocen un mismo antigeno, uno de ellos marcado radiactivamente o
unido a una enzima. Este tipo de ensayo permite la captura de antigenos

circulantes (solubles).

El ELISA tipo indirecto es uno de los mas utilizados para el diagnéstico de
hemoparasitos. Este ensayo se inicia con la absorcidbn de las proteinas
(antigeno) a una superficie inerte, generalmente una placa de polivinilo de 96
pozos. Posteriormente se agrega una solucién de una proteina no especifica y
econOmica, generalmente leche descremada o gelatina, para bloquear la
superficie evitando que otras proteinas se unan a ella. Luego se afiade el suero
problema que contiene los anticuerpos que reconocen al antigeno de manera
especifica (en el caso que la muestra sea positiva). Seguido a ello se agrega
un anticuerpo secundario que reconocera al anticuerpo primario unido al
antigeno. Este anticuerpo secundario es conjugado a una enzima que cataliza
una reaccion colorimétrica. Finalmente se afiade el sustrato de la enzima y se

registra la densidad éptica. %°

2.9.2.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)

La reaccién en cadena de la polimerasa (comunmente llamada PCR por sus
siglas en inglés), permite amplificar mas de un millbn de veces un ADN
obtenido a partir de una region seleccionada del genoma, siempre y cuando se
conozca una parte de su secuencia de nucleotidos. Para llevar a cabo la

reaccion se utilizan dos oligonucledtidos sintéticos, también conocidos como
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cebadores o primers, los cuales son complementarios a las regiones
flanqueantes de la secuencia a amplificar. La sintesis de ADN es producida por
una enzima que se conoce como Taqg Polimerasa, la cual se aisla de una
bacteria termdfila, denominada Thermus Aquaticus, que es capaz de crecer a
temperaturas elevadas (79 - 85°C), confiriéndole la capacidad de ser
termoestable; esta enzima es la encargada de “colocar” de manera
complementaria los nucleétidos (ANTPs) produciendo asi una cadena de ADN
complementaria a la ya existente. %

La enzima necesita cloruro de magnesio como cofactor. La técnica consta de
tres grandes pasos: desnaturalizacion, hibridacion y extension.

La desnaturalizacion se consigue aplicando altas temperaturas (90 a 95C)
para separar las cadenas del ADN molde, mediante la ruptura de los puentes
de hidrogeno. Posteriormente, en la hibridacion (o “annealing”), una vez que el
ADN esté desnaturalizado, se disminuye la temperatura (entre 40 y 60C) para
gue se pueda producir la unién de los cebadores a las secuencias flanqueantes
del fragmento que se va a amplificar. Es evidente, que la temperatura
seleccionada tiene que ser muy especifica, ya que si es muy alta o muy baja,
los cebadores no se van a unir eficientemente al ADN de interés. Por altimo,
viene el proceso de extensién, en donde la Taq polimerasa incorpora
nucleotidos en el extremo 3' del cebador, utilizando como molde la cadena de
ADN previamente desnaturalizada. *2

La temperatura a la que se lleva a cabo este paso suele ser de 72°C, ya que es
la temperatura a la que la Taq polimerasa alcanza su maxima actividad. Todos
estos procesos se llevan a cabo en los instrumentos disefiados para dicho fin,
llamados termocicladores, en donde las etapas antes descritas se repiten

aproximadamente 30 ciclos segun sea el caso. % 2

2.9.2.3 Técnica de inmunofluorescencia (IF)

Es una prueba de diagnostico serolégico que tiene dos variedades
principales: a) Inmunofluorescencia directa (IF) aplicada fundamentalmente a
la deteccién de antigenos en una muestra clinica y b) Inmunofluorescencia

indirecta (IFI) aplicada a la deteccion de anticuerpos especificos en el suero
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del paciente frente a un determinado antigeno o a la deteccion de un antigeno

en una muestra clinica.

Inmunofluorescencia directa: sobre un portaobjeto depositamos una

muestra en la que buscamos la presencia de un determinado antigeno.
Afadimos un suero especifico del antigeno problema marcado con
isotiocianato de fluoresceina (conjugado). Si el antigeno problema se
encuentra presente en la muestra, se une el conjugado. En caso contrario
el conjugado se elimina con un lavado del portaobjeto.

Inmunofluorescencia indirecta: sobre un portaobjeto que lleva pegado un

antigeno conocido, se afiade el suero problema. Si éste contiene
anticuerpos especificos, se unen al antigeno. Los anticuerpos del suero no
especificos del antigeno del portaobjeto se eliminan mediante un lavado.
Posteriormente se afiade un suero anti-inmunoglobulina humana marcada
con isotiocianato de fluoresceina (conjugado). El conjugado se une a los
anticuerpos especificos o se elimina mediante lavado si no habia

anticuerpos especificos en el suero.

La lectura de ambas modalidades de IF se hace con un microscopio de

fluorescencia cuya luz excita al isotiocianato de fluoresceina haciendo que

emita luz fluorescente de color verde. La observacibn de luz verde

fluorescente “tiniendo” un objeto del portaobjeto indica la presencia del

antigeno en la muestra o de anticuerpos especificos en el suero, segun el

caso. 2

2.9.3 Método del Hematocrito

La informaciéon que se obtiene del examen del hematocrito, junto con el

examen microscopico de un frotis de sangre tefiido con el azul de metileno,

proporciona un hemograma rapido y extremadamente util del paciente. No solo

se obtiene el VPC (volumen del paquete celular) sino también un estimado

aproximado de la cuenta leucocitica total, asi como indicios derivados de las

caracteristicas del plasma.

26, 18

La cuenta total eritrocitica puede confirmarse a los padecimientos donde la

computacion de los indices eritrociticos son muy necesarios, porque el VPC es
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un indicador adecuado del estado eritrocitico del paciente. ElI VPC tiene la
mayor sensibilidad y reproducibilidad de las diferentes técnicas:
* Errorde VPC: 1a2%
* Error en la cuenta eritrocitica: hasta del 40%
Para reducir el error en la cuenta manual, deben contarse miles de células.
AUln en las cuentas electronicas, con frecuencia se encuentran errores.

 Error en la hemoglobina: del 2 al 50% 2°

Las cuentas de leucocitos aproximadas pueden hacerse de la capa flogistica
gue se encuentra en la parte superior de la capa de eritrocitos en paquete en el
tubo de Wintrobe.
e El primer milimetro es igual a 10000 y cada 0.2 de mm siguiente es igual
a 2000 leucocitos/microlitro.
» Esta aproximacion no debe usarse como sustituto de la cuenta
leucocitica total, pues es posible confundirse con una trombocitosis

marcada, o con la variabilidad en el tamafio de las células. *® %

2.9.3.1 Valores normales

Animales jévenes: la edad influye en la amplitud del VPC normal y en muchos
casos no se recomienda interpretar el VPC de los animales jovenes usando las
variaciones normales para adultos.

Bovino: el VPC y la hemoglobina son mas altos al nacimiento, pero se reducen
tan pronto como el ternero empieza a amamantarse. Cuando el ternero se
encuentra en periodo de crecimiento y la ingesta de hierro es baja, el VPC y la

hemoglobina pueden continuar declinado por varias semanas. %°

Edad VPC (%) Hemoglobina
Al nacimiento 42 13.0
A la semana 35 11.0
2 meses 32 10.5
4 meses 35 11.0
24 meses 35 11.0

Cuadro 1. Valores de hematocrito y hemoglobina por edad
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2.10 PROFILAXIS

El control y erradicacion de las tripanosomosis en areas endémicas es un
problema actualmente sin solucion. En primer lugar, porque un tratamiento
quimioprofilactico adecuado, representaria un coste tan elevado que no seria
rentable esta actuacion. En segundo lugar, la pronta aparicion de resistencia a

los farmacos desarrollados, desaconseja dicha practica. °

Hoy dia, se estudia la posibilidad de nuevos compuestos farmacologicos, el
desarrollo de vacunas suficientemente protectoras y muy en especial, la
actuacion genética sobre la lucha contra esta enfermedad, consiguiendo razas
de animales, si no resistentes, al menos, con buena tolerancia hacia la

tripanosomosis. °

En la profilaxis quimioterapéutica, se pueden usar Diaminazeno aceturato (3-4
mg/kpv SC o IM) o Sulfato de quinapirina (5 mg/kgpv). °

Seria fundamental el sacrificio de animales infectados, ya sea con enfermedad
aparente o inaparente. El problema en este caso es que, normalmente seria
necesario realizarlo en zonas econdmicamente muy deprimidas, con lo que el
sacrificio de animales puede incrementar el problema de obtencion de

proteinas. °®

Uno de los mejores medios a nuestro alcance hoy en dia, si no para eliminar, si
para paliar la presentacion de la infeccion, es la lucha contra los vectores del

parésito (glosinas, tabanos, etc.). °

Por dltimo, debemos actuar sobre los sistemas de explotacion, haciéndolos
mas racionales mediante técnicas de pastoreo rotacional, mejora de praderas,
etc., al igual que contra los animales silvestres que se comportan como fuentes
de parasitos, matandolos y destruyéndolos, con objeto de evitar el contagio de

nuevos vectores. >

Sin duda, en un futuro se planteara la solucion con el desarrollo de métodos

inmunologicos de proteccion, o mediante manipulacion genética que lleve a la
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obtencion de animales no receptivos a padecer la enfermedad, pero eso, hoy

en dfa, no es sino un deseo y un suefio de muchos investigadores. ®

2.11 ENFERMEDAD DE CHAGAS

Sinénimo: Tripanosomosis americana, enfermedad de Chagas-Maza.

Etilogia: Trypanosoma cruzi, un protozoario flagelado, provisto de membrana,
cuyo ciclo evolutivo es complejo y sufre varias transformaciones tanto en el
huésped vertebrado como en el vector triatomineo.

Distribucidon geografica: la infeccion por T. cruzi ocurre desde la zona sur de
los Estados Unidos hasta Argentina y Chile. Se han encontrado vectores y
reservorios selvaticos infectados o solo triatomineos selvaticos en la mayor
parte de la region del Caribe, que antes se consideraba libre de la infeccion. La
infeccion chagasica no se ha comprobado fuera del continente americano.
Ocurrencia en el hombre: la enfermedad de Chagas es esencialmente un
problema del sur de México, América Central y del Sur. *

La prevalencia mas alta de la enfermedad se encuentra en las areas rurales y
periurbanas, pero su distribucién es desigual y depende de que el vector
triatomineo sea o0 no sea domiciliario.

La importancia de la enfermedad de Chagas en Salud Publica ha sido sefialada
en repetidas ocasiones, y radica sobre todo en la frecuencia de las cardiopatias
gue produce en los enfermos crénicos. En algunas areas, la enfermedad es la

causa mas frecuente de miocardiopatias e incluso de muertes.

Ocurrencia en los animales: la infeccidn natural se ha encontrado en mas de
100 especies de mamiferos, tanto domésticos como silvestres. Sin embargo,
por dificultades en la identificacion, no hay seguridad de que todas las cepas
aisladas correspondan a T. cruzi. Varias especies de animales silvestres sirven
de reservorio en diferentes situaciones ecoldgicas. La infeccidon natural se ha
comprobado en gran numero de especies de animales silvestres. Si bien
practicamente todo mamifero en contacto con los vectores infectados puede
adquirir la infeccion, no todas las especies animales tienen la misma

importancia en el mantenimiento de la enzootia chagasica silvestre. *
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2.12 ENFERMEDAD DEL SUENO

Sinonimia: Tripanosomosis africana; tripanosomosis gambiense (por T. brucei
gambiense); tripanosomosis rodesiense (por T. brucei rhodesiense)

Etiologia: dos subespecies de Trypanosomas brucei: T. brucei gambiense y T.
brucei rhodesiense, protozoarios flagelados, provistos de membrana ondulante
y transmitido por moscas del genero Glossina (Tse Tsé).

Las dos subespecies “humanas” (T. brucei gambiense y T. brucei rhodesiense)
no se pueden distinguir morfolégicamente entre si, ni de T. b. brucei, patégeno
de los animales domésticos de Africa pero que no infecta al hombre. La
similitud morfolégica de estos agentes ha dificultado en gran parte las
investigaciones epidemioldgicas. *

La enfermedad en los animales: las infecciones por T. brucei gambiense y T.
brucei rhodesiense suelen ser subclinicas en los animales domésticos y
silvestres.

Las especies importantes en la patologia bovina de Africa son T. congolense y
T. vivax que no infectan al hombre. Otra tripanosomosis que ocurre en Africa y
también fuera de este continente se debe a T. evansi, que es transmitida por

tabanidos. !
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 GENERALIDADES

3.1.1 Ubicacion Geogréfica

La investigacion se llevdo a cabo en 11 unidades productivas de bovinos,
ubicadas en el Distrito de Riego del Valle de San Andrés, Departamento de La
Libertad, El Salvador, las cuales fueron georeferenciadas con equipo GPS
(Figura Al).

La fase de laboratorio se desarrolld en las instalaciones del Laboratorio de
Parasitologia del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD),
de la Universidad de El Salvador.

3.1.2 Duracion de la Investigacion
La investigacion se realizé durante los meses de Marzo de 2007 a Noviembre
de 2007, dividida en dos fases: una de campo (toma de muestras) y otra de

laboratorio; las cuales se fueron realizando simultaneamente.

3.2 TIPOS DE UNIDADES PRODUCTIVAS BOVINAS

El estudio fue realizado en unidades productivas lecheras, en las cuales el hato
se mantiene de forma estabulada, y las razas predominantes en dichas
unidades son Holstein, Brown Swiss y encastes de las razas anteriores con

Brahman.

3.3 DETERMINACION DEL TAMANO DE MUESTRA

Para determinar el tamafio de la muestra nos auxiliamos del “Programa de
Céalculo del Tamafio Muestral para la Estimacion de la Prevalencia”, de T&T,
empresa espafola/inglesa dedicada al disefio, realizacion y analisis estadistico
de experimentos con animales. A efectos de maximizar la confiabilidad y

exactitud del estudio se utilizé como prevalencia estimada el 50% y el nivel de
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confianza del 99%. ElI numero de muestra obtenido con estos valores
corresponde al 37% de la poblacién. *°

Poblacion: 1,132 animales

Confianza: 99%

Precision: 5%

Prevalencia: 50%

Numero de muestras = 419 animales.

Debido a los cambios de la estructura etérea de las unidades productivas en

estudio, solamente se recolectaron 335 muestras sanguineas.

3.4 METODOLOGIA DE CAMPO

3.4.1 Inspeccion y Encuestas

Se realizaron inspecciones en cada unidad productiva, con el fin de realizar un
reconocimiento de las instalaciones e identificar el area donde se efectuaria el
manejo de los animales al momento de la toma de muestra (manga, sala de
ordefio, etc).

Simultaneamente se realiz6 una encuesta a propietarios o encargados de las
unidades productivas (Figura A2) con el objetivo de recopilar datos e

informacion general del manejo del hato y nimero de animales del mismo.

Realizado lo anterior se estableci6 la fecha y hora de la toma de muestra, asi
como la calendarizacion de las actividades a desarrollar.

Para llevar a cabo la toma de muestras se acord6 con los encargados del lugar
lo siguiente:
* Muestrear después del primer ordefio o durante las primeras horas de la
mafiana, para provocar el menor estrés posible.
» Establecer la fecha y hora de toma de muestra, y se solicito tener listos

los animales, para asi reducir al minimo el tiempo de muestreo, ya que
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s6lo se contaban con 4 horas habiles para el procesamiento de las
muestras.

» Contar con colaboracion de los encargados de la ganaderia para el
manejo de los animales al momento de la toma de muestra, con el

objetivo de evitar el estrés y también reducir el tiempo de muestreo.

3.4.2 Toma de muestra sanguinea

Para este estudio se recolectaron 335 muestras sanguineas de un total de
1,135 bovinos provenientes de 11 unidades productivas lechera ubicadas en el
Distrito de Riego del Valle de San Andrés, departamento de La Libertad.

Se decidié trabajar con los siguientes estratos: novillas, terneras, vacas
productoras, horras, toros y bueyes (Cuadro Al).

El procedimiento durante la toma de muestra (sanguinea), fue el siguiente:

* Los animales fueron seleccionados al azar y sujetados adecuadamente
para su manipulacion.

» Posteriormente se realizé la limpieza y desinfeccion (agua y alcohol
90%) del area de puncion para obtencion de la muestra. (Figura A3)

* Por puncién de la vena coccigea se obtuvieron aproximadamente 5ml de
sangre, utilizando jeringas estériles descartables de 5ml con aguja de 21
x 1 Y. (Figura A4)

« Inmediatamente obtenida la muestra se depositaba una gota de sangre
sobre un portaobjeto para realizar frotis sanguineo. (Figura A5)

* Se coloc6 una gota pequefia sobre un portaobjeto limpio. Se tomé un
segundo portaobjeto, se situé sobre uno de los extremos del primero
formando un angulo aproximado de 30°y se puso en contacto con la
gota de sangre. Cuando la sangre se distribuy6 a lo largo del borde del
portaobjeto inclinado, se desplazé, conservando la inclinacién, el otro
extremo del portaobjeto horizontal. La sangre form6 una monocapa fina
y homogénea. Se seco rapidamente abanicando el portaobjetos en el
aire. (Figura A6)

* El resto de la muestra se depositaba en tubos de ensayo con tapon de

hule con anticoagulante.(Figura A7)
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Tanto el frotis como el tubo se identificaron con un ndmero correlativo
correspondiente al numero del animal. (Figura A8)

Las muestras obtenidas eran almacenadas y transportadas al laboratorio
en una hielera a temperatura de refrigeracion. (Figura A9)

3.4.3 Materiales y Equipo de campo

Jeringas descartables con capacidad para 5 ml con aguja de 21 x 1 %
Agujas 18x1 %>

Alcohol

Algodon

Bolsas plasticas grandes
Botas de hule

Overall

Tirro

Gelatinas (refrigerantes)
Gradillas para tubos de ensayo
Hielera

Lazos para sujecion

Papeleria en general
Boligrafos

Tubos de ensayo

EDTA

Un galén de agua

Vehiculo

Porta objetos

Atomizadores para limpieza (agua y alcohol)
Papel toalla

Cicatrizarte

Mesa portatil
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3.5 METODOLOGIA DE LABORATORIO

3.5.1 Técnica de Medicion de Hematocrito
Los eritrocitos, que tienen una densidad especifica mas elevada, se separan
por medio de centrifugacion a gran velocidad de los otros elementos, que
aparecen desde la parte superior hasta el fondo en el siguiente orden:
* Plasma: capa amarillenta que se separa de las que contiene células.
» Capa flogistica: capa blanca o gris, en ocasiones rojiza.
» Eritrocitos: capa de color rojo oscuro que se separa de la capa flogistica
por medio de una linea obscura producida por la reduccion de la
hemoglobina del contacto con los leucocitos. %

3.5.1.1 Materiales
» Capilares sin heparina
* Plastilina

* Guantes de latex

3.5.1.2 Equipo
* Microcentrifuga
* Tabla para lectura de microhematdcrito

+ Gabacha blanca

3.5.1.3 Metodologia

Una vez en el laboratorio la muestra fue homogenizada y se recolectdé con
capilar sin heparina, el cual posteriormente se sell6 en un extremo con
plastilina. Se procedi6 a su identificacion y se centrifugdé a 10,000 rpm durante
10 minutos. (Figura A12)

Los capilares fueron medidos utilizando una tabla para microhematocrito, y los

valores obtenidos se compararon con los ya establecidos (Figura A13).
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3.5.2 Método de Woo (Centrifugacion en tubos microc  apilares)

El método de Woo se basa en los componentes sanguineos, ya que se observa
gue la mayor parte de los leucocitos se sedimentan a una velocidad mas lenta
que los eritrocitos, debido a que su gravedad especifica es un poco menor que
la de los eritrocitos, y se forma la capa Buffy (capa de leucocitos) entre la capa
roja, mucho mas gruesa de las células y la columna del plasma. La gravedad
especifica de los tripanosomas, que se encuentran libres en el plasma, es
también menor que la de los eritrocitos, y es por esto que ellos tienden a
concentrarse en el limite del plasma y la capa Buffy, asi como también en la
propia capa de Buffy (esto dependera de la especie). 2! 22

En casos positivos se observaran tripanosomas modviles en el fondo de la
columna de plasma, inmediatamente arriba de la capa de leucocitos. Se

observaran los tripanosomas con mayor claridad empleando el objetivo 40x. **

3.5.2.1 Materiales
e Gradillas para tubos de ensayo
» Capilares sin heparina
e Porta objetos
» Tirro
* Papel toalla
* Plastilina

+ Guantes de latex

3.5.2.2 Equipo
* Microcentrifuga con capacidad para 24 microcapilares
* Microscopio compuesto

+ Gabacha blanca

3.5.2.3 Metodologia

Los tubos capilares (dos por muestra) se fijaron en un portaobjeto por sus
extremos con cinta adhesiva y observados al microscopio con el objetivo 40x
para detectar el posible movimiento de tripanosomas. (Figura A14)
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3.5.3 Técnica de Tincion de Frotis Sanguineo

La tincion Giemsa es un método habitual para el examen de frotis sanguineo,
gue permite la coloracion de diferentes zonas con alto contenido de ADN. Este
permite distinguir perfectamente en microscopio Optico las diferentes
estructuras de microorganismos y componentes sanguineos.

Este método a través de la observacién directa del parasito por medio de
microscopio, permite identificar las especies de Trypanosoma por sus

caracteristicas morfolégicas. ** 2> %

3.5.3.1 Materiales y reactivos
* Portaobjetos
* Metanol
* Agua desmineralizada
* Solucién Giemsa
» Solucién Buffer
e Tirro

» Papel toalla

3.5.3.2 Equipo
* Bandeja para coloracion de laminas
* Pizeta
* Gotero

* Microscopio compuesto

+ Gabacha blanca

3.5.3.3 Metodologia

En el laboratorio los frotis fueron fijados con metanol por 3 minutos, luego se
lavd el exceso con agua desmineralizada. Después se agrego el colorante por
un tiempo de 30 minutos (Figura Al15), se elimin6 el exceso con agua
desmineralizada y se sec6 al ambiente (Figura A16). Realizado este proceso se
procedid6 a su observacion directa al microscopio utilizando el método en

zigzag, con los objetivos 40x y 100x. (Figura A17)
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4. RESULTADOS

4.1 HEMATOCRITO
Al medir el valor de hematocrito de las 335 muestras sanguineas se obtuvo un
promedio general de 30.47, con una desviacion tipica de 4.65. Evaluado el hato

por estratos se obtuvieron los siguientes resultados:

ESTRATO MEDIA DESVIACION TIiPICA
Produccién 30.26 3.87
Horras 32.59 5.10
Novillas 29.20 4.05
Terneras 30.86 6.16
Toros 29.83 5.15
Buey 31 -

Cuadro 2. Valores de hematocrito por estrato
De las 23 muestras sanguineas que resultaron positivas por el método de Woo,
se obtuvo un valor promedio de hematocrito de 29.13, con una desviacién

tipica de 4.00. (Cuadro A2)

4.2 METODO DE WOO (MICROCENTRIFUGACION)

De las 335 muestras, 23 resultaron positivas y 312 negativas. (Gréafico Al)

4.3 TINCION DE FROTIS SANGUINEO

Las 335 muestras resultaron negativas por este método. (Grafico A2)
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

En esta investigacion, de las 335 muestras evaluadas solamente 23 fueron
positivas por el método de Woo, correspondiendo al 6.86% del total de
muestras, mientras que por frotis sanguineo no se obtuvieron resultados
positivos. Lo anterior se explica porque un capilar contiene aproximadamente
70 microlitros de sangre que experimentan un proceso de concentracion, en
tanto, que en un frotis no se utilizan mas de 8 - 10 microlitros en un portaobjeto
lleno. Ademas, en los capilares que resultaron positivos se encontrd
movimiento de 1 0 2 trypanosomas, lo que indica una concentracion
extremadamente baja, por lo cual solamente podriamos encontrar un

trypanosoma en varios frotis. **

Por otro lado, de las 11 unidades productivas estudiadas se observaron
resultados positivos en 4 de ellas, lo que equivale a mas de la tercera parte de
las unidades en estudio, las cuales guardan una intima relacion geografica.
(Gréfico A3)

Cabe destacar, que de las 23 muestras positivas diagnosticadas por el método
de Woo, 5 de ellas (21.74%) pertenecen a la misma unidad productiva en la
cual en Diciembre del 2006, la Division de Sanidad Animal del MAG

diagnostico oficialmente la presencia de Trypanosoma spp.

El nivel promedio del hematocrito de las muestras se encuentra por debajo del
promedio normal (35), presentando un mismo comportamiento los diferentes
estratos establecidos; ademas dentro de los mismos estratos, al contrastar el
de los animales positivos y los animales negativos, los primeros mostraban una
tendencia a ser menor; la excepcion fue en el estrato de las productoras. Sin
embargo, estas diferencias al ser evaluadas por la prueba de “T” Student,
estadisticamente no son significativas. (Grafico A4)
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Independientemente de la presencia de tripanosoma, el 81.1% del total de la
muestra presenté un hematocrito menor al promedio. Ninguna de las Unidades
Productivas supero el promedio normal. En base a lo anterior, la presencia de
Trypanosoma spp. no afecta el valor del hematocrito de los bovinos en estudio.
Se debe tomar en cuenta que para este estudio no se consideraron elementos

clinicos, ni se realizé una anamnesis completa de los bovinos muestreados.

En esta investigacion se logré determinar la existencia de cuatro focos, aunque
se estima que su preponderancia es mayor debido a que la sensibilidad de los
métodos de laboratorio utilizados permiten detectar menos del 50% de bovinos
infectados. A esto se suma la transmision vectorial que supone una mayor

extensibilidad de la parasitosis.
En base a las encuestas realizadas en el 72.72% de las unidades productivas

se realiza control de vectores, aunque no sistematicamente, orientado

principalmente a la eliminacion de ratas y moscas. (Grafico A5)
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6. CONCLUSIONES

Los resultados positivos por el método de Woo determinan que en el
Distrito de Riego del Valle de San Andrés, existe la presencia de
Trypanosoma spp. en bovinos, diagnosticado por primera vez en el pais

por dicho método.

En esta investigacion no se comprobo una relacion entre la presencia de

Trypanosoma spp. y el nivel de hematocrito de los bovinos estudiados.

Los bovinos de la zona estudiada presentaron un hematocrito menor del

promedio normal de referencia (35).

En este estudio, el método de Woo resulto ser mas sensible que la
coloracién de frotis sanguineo; con la desventaja que el método de Woo
no permite la determinacién de la especie presente, contrario a la

coloracién de frotis sanguineo.

En la zona no existe un verdadero control de vectores, encaminado a

prevenir el contacto insecto-bovino.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar otras investigaciones que permitan establecer la o las especies
de Trypanosoma presentes en la zona en estudio, y a la vez establecer

también su distribucion y extensibilidad en el pais. PCR

Tomar en cuenta anamnesis y sintomatologia clinica compatible con
tripanosomosis en futuras investigaciones, con el fin de incrementar las

posibilidades de identificar el agente etiologico.

Ejecutar estudios sobre los posibles vectores que puedan estar
interviniendo en el desarrollo y transmision de tripanosomas en El

Salvador.

Realizar estudios mas exactos para determinar parametros sanguineos
normales en bovinos, que puedan servir de referencia para estudios

posteriores.

En la transmision de enfermedades hematozoaricas, la prevencion debe

ir orientada al control de los vectores.
Establecer métodos diagndsticos para la deteccién de tripanosoma en

los protocolos rutinarios en el Laboratorio Central de Diagndstico
Veterinario de la DGSVA — MAG.
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Figura A2

FORMULARIO PARA GANADERIAS

Nombre de la propiedad:

Propietario:

Direccion:

Tel.: ,

Ubicacién de la finca:
Departamento:
Municipio:
Cantén o Caserio:
Coordenadas: Long:

UTM:

Altura:

Caracteristicas de la Explotacion

Finalidad:

Leche ( )
Carne ( )
Mixta ()

Tipo de crianza:
Estabulada ()

Semiestabulada ()
Pastoreo ()

Explotacion de ganado

Clasificacion Vacas Novillas Horro Terneros Toros Bueyes
Numero
Total:

Plan profilactico: Si( ) No( )

Que aplican ?
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Se han dado casos de Mortalidad dentro de su propiedad?

Si( ) Cuantos? No( )

Tratamiento Médico o farmacoldgico de forma rutinaria:

Contra que padecimiento o enfermedad?

Que tipo de medicamento o farmaco?

Se envian muestras de sangre al
laboratorio?

Por qué
motivo?

Visita veterinaria:

La propiedad es visitada por un Medico Veterinario:

Con que frecuencia hace las visitas?

Si (

)

No (

)

Control de
Vectores?

Productos
utilizados:
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Figura A3.
Limpieza y desinfeccién de zona de puncion

Figura A4.
Obtencién de muestra sanguinea
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Figura A5.
Colocacion gota de sangre en lamina

Figura AG6.
Extendido gota de sangre en lamina
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Figura A7.
Deposicién de muestra sanguinea en tubo

Figura A8.
Identificacion de muestras
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Figura A9.
Transporte de muestras

Figura A10
Microcentrifuga
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Figura A1l
Tabla lectura de microhematocrito

Figura A12
Microcapilares en lamina para observacion

50



Figura A13
Coloracion de frotis sanguineo

Figura Al14
Secado de frotis sanguineo
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Figura A15
Observacion frotis sanguineo al microscopio
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CUADROS
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N° DE ANIMALES A MUESTRIAR EN C/ PROPIEDAD

GANDERIAS | VACAS G. TOTAL
en Py | VOVILLAS| |\ (20 5| TERNERAS| TOROS | BUEYES
1 15 15 6 6 1 0 43
2 24 10 4 13 1 1 53
3 18 7 3 6 1 0 35
4 0 4 0 0 0 0 4
5 35 17 7 6 0 0 65
6 10 4 2 3 1 1 21
7 7 4 6 9 0 1 27
8 28 15 7 2 0 0 52
9 22 16 8 9 1 0 56
10 18 18 0 0 0 0 36
11 11 5 5 4 1 1 27
TOTAL 188 115 48 58 6 4 419
Cuadro Al

Numero de animales a muestrear por unidad productiv

N Validos 23

Perdidos 0
Media 29,1304
Mediana 30,0000
Moda 31,00
Desv. tip. 4,00346
Varianza 16,02767
Minimo 23,00
Maximo 37,00

Cuadro A2

Valores estadisticos de muestras positivas

ay por estrato
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Resultados por Microohematocrito
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Grafico Al
Resultados por el método de Woo (microhematocrito)
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Grafico A2
Resultados por frotis sanguineo
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Resultados por Unidades
Productivas
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Grafico A3

Porcentaje unidades productivas positivas y negativ as
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Grafico A4
Valores de hematocrito por estrato
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Control de Vectores en Unidades Productivas

27.27%

- -

72,72%

Grafico A5
Control de vectores en unidades productivas
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